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CLINTL1 : Clathrin interactor 1

CLRM : Chaine légere régulatrice de la myosine

CMP : Common myeloid progenitor

CMV : Corps multivésiculaire

CoREST : Corepressor of RE1 silencing transcription factor
CP : Ceruloplasmin

CPB : CREB-binding protein

CPEB4 : Cytoplasmic Polyadenylation Element Binding Protein 4
CPgenlll : Coproporphyrinogéne Il

CREB : C-AMP Response Element-binding protein
CSDE1 : Cold shock domain-containing protein E1
CSPH : Cellules souches/progénitrices hématopoiétiques
CTTN : Cortactine

CXCR4 : Chemokine C-X-C receptor-4

CYBDRL1 : Cytochrome b réductase 1

DAG : Diacylglycerol

DBA : Diamond-Blackfan anemia

DCYTB : Duodenal cytochrome b

DDX3X :DEAD-box helicase 3 X-linked

DEG : Differentially Expressed Genes

DMB : Dynein motor binding

DMTL : Divalent metal transporter 1

DNase Il-alpha : Désoxyribonucléase 2-alpha

DOTLL : Disruptor of telomere silencing 1-like

elF2a : Eukaryotic translation initiation factor 2a

elF3 : Eukaryotic initiation factor 3

elF4G : Eukaryotic translation initiation factor 4 G
EKLF : Erythroid Krippel-like factor

ELP3 : Elongator Acetyltransferase Complex Subunit 3
EMP : Erythroblast macrophage protein

EPO : Erythropoietin

EPOR : Erythropoietin receptor

ERFE : Erythroferrone

ERK : Extracellular signal-regulated kinases, : Extracellular signal-regulated kinase



ESCRT : Endosomal Sorting Complex Required for Transport
FECH : Ferrochélatase

FLT3 : Fms-like tyrosine kinase 3

FLVCRL1 : Feline leukemia virus subgroup C receptor-related protein 1
FOGL1 : Friend of GATA1

FOXO : Forkhead box O3

FOXO1 : Forkhead box O1

FOXO3 : Forkhead box O3

FPN : Ferroportin

GAB : Growth factor—bound protein (Grb)—associated binder
GATAL : Gata binding protein 1

GATAZ2 : GATA-binding protein 2

GCNS5 : General Control Non-repressed 5 protein

GDF15 : Growth/differentiation factor 15

Gfi-1 : Growth factor independent 1 transcriptional repressor
GLRXS5 : Glutaredoxin 5

GMP : Granulocyte/monocyte progenitor

GPA : Glycophorine A

GPX4 : Glutathione peroxidase 4

GRB2 : Growth factor receptor-bound protein 2

HAT : Histone acetyltransferase

HB : Hémoglobine

HBA : Hemoglobin subunit alpha

HBB : Hemoglobin subunit beta

HBF : Hémoglobine F

HBS1L : HBS1 Like Translational GTPase

HCP1 : Heme Carrier Protein 1

HDAC : Histone deacetylase

HDACI : HDAC inhibitor

HDLP : Histone deacetylase-like protein

HDM2 Human double minute 2

HIF2a : Hypoxia inducible 2o

HMOX1 : heme oxygenase 1

HRG1 : Heme-responsive gene 1 protein homolog

HRI : Heme-regulated inhibitor

HSE : Heat shock element

HSF1 : Heat Shock factor 1
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HSP : Heat shock protein

HSP70 : 70 kilodalton heat shock proteins

HSP90 Heat shock protein 90

HSPAS5 : Heat shock protein family A (Hsp70) member 5
HSPC : Hematopoietic stem and progenitor cell

huy . human gamma globin

ICAM-4 : Intercellular Adhesion Molecule 4

IEB : ilot érythroblastique

IGF1 : Insulin-like growth factor 1

IKB : Inhibiteur de kappa B

IL11 : Interleukin 11

IL3 : Interleukin 3

IP3: Inositol trisphosphate

IRE : Iron-response element

IRP : Iron regulatory protein

IRP2 : Iron regulatory protein 2

IRS2 : Insulin receptor substrate 2

ISR : Integrated stress response

IVS2 : Intervening sequence 2

JAK2 : Janus kinase 2

KCC : Potassium-chloride cotransporter

KEAPL1 : Kelch Like ECH Associated Protein 1

KIR : Kinase inhibitory region

KLF1 : Krueppel-like factor 1

LDBL1 : LIM domain binding proteins 1

LMO2 : LIM domain only 2

LSD1 : Lysine-specific histone demethylase 1

LYN : Lck/Yes novel tyrosine kinase

MAP : Microtubule associated protein

MAPK : Mitogen-activated protein kinases, : Mitogen-activated protein kinases
MARE : Maf recognition element

MCIEB : Macrophage central des Tlots érythroblastiques
MCL-1 : Induced myeloid leukemia cell differentiation protein
MDM?2 : Murine double minute 2

MeCP2 : Methyl CpG binding protein 2

MEF2 : Myocyte enhancer factor 2

MEL : Murine erythroleukemia



MEP : Megakaryocyte—erythroid progenitor

MERTK : Myeloid-epithelial-reproductive tyrosine kinase
Mn2* : Manganese (2+)

MTORCL : Mechanistic target of rapamycin

MX1 : MX Dynamin Like GTPase 1

NAD-+ : Nicotinamide adénine dinucléotide

NCOR1 : Nuclear receptor co-repressor 1

NCOR?2 : Nuclear receptor co-repressor 2

NESL1 : Nuclear export signal 1

NES2 : Nuclear export signal 2

NF-E4 : Nuclear Factor - Erythroid 4

NFR1 : Nuclear respiratory factor 1

NF-kB : Nuclear factor-kappa B

NGS : Next-generation sequencing

NHEJ : Non-Homologous End-Joining

NLS : Nuclear localization sequence

NMP : Néoplasies myéloprolifératives

NRF2 : Nuclear factor erythroid 2-related factor 2

NuRD : Nucleosome remodeling and deacetylase
NURSERY : Nuclear remodeling shuttle erythroid

PARP : poly(ADP-ribose) polymerase

PELO : Protein pelota homolog

PI3K/AKT : phosphoinositide 3-kinase/protein kinase B
PIEZOL1 : Piezo type mechanosensitive ion channel component 1
PIP2 : Pphosphatidylinositol bisphosphate

PKC : Protein kinase C

PLC : Phospholipase C

PPARYy : Peroxisome proliferator- activated receptor gamma
PPIX : Protoporphyrine IX

PV : Polyglobulie vera ou polyglobulie primitive de Vaquez
RAF Rapidly Accelerated Fibrosarcoma

RAS Rat sarcoma virus

RBM38 : RNA Binding Motif Protein 38

RBP : RNA Binding Proteins

REST : Repressor element-1 silencing transcription factor
RIOK3 : RIO Kinase 3

RLP11 : Receptor like protein 11
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RP : Ribosomal protein

SCF : Stem cell factor

SCFAD : Short-chain fatty acids

SCL/TALL : Stem cell leukemia/T-cell acute leukemia 1

SDF-1 : Stromal cell-derived factor-1

SE14 : Serine-glutamate tetradecapeptide repeat

SETDS8 : SET domain-containing protein 8

SH2 : Src homology region 2

SH2B3/LNK : Src homology 2 B adaptor protein 3/ Lymphocyte specific adapter protein
SHC : SRC homology and Collagen

SHIP1 : SH2 domain containing inositol polyphosphate 5-phosphatase 1
ShRNA : short hairspin RNA

SIN3A : Switch-independent 3 family member A

siRNA : Small interfering RNA

SIRT : Sirtuine

SLC40A1 : Solute Carrier family 40 member 1

SLC46A1 : Solute Carrier Family 46 Member 1

sMaf : Small Maf (musculoaponeurotic fibrosarcoma)

SMD : Syndrome myélodysplasique

SMRT/N-CoR : silencing mediator of retinoicacid and thyroid hormone receptor/nuclear receptor

corepressor
SOS : Son of sevenless
SPIC : Spi-C Transcription Factor
SQSTML1 : Sequestosome
SSI3 : STAT-induced STAT inhibitor 3
STAT : Signal transducer and activator of transcription
STATS : Signal transducer and activator of transcription 5
TAF9 : TATA-binding protein—associated factor 9
TFIID : Transcription factor 11D
TIM4 : T-cell membrane protein 4
TIP60 : Tat-interactive protein 60
TPO : Thrombopoietin
TSA : Trichostatine A
UPRmt : Mitochondrial unfolded protein response
UPS : Ubiquitin proteasom system
VCAM-1 : Vascular cell adhesion molecule 1

VCP : Valosin containing protein
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VEGFB : Vascular endothelial growth factor B
VLA4 : Very late antigen-4

WDR26 : WD repeat-containing protein 26
XLSA/A : X-linked sideroblastic anemia and ataxia
XPQO7 : Exportin 7

Zn?": Zinc (2+)

BLCR : B locus control region

yH2AX : Phosphorylated histone H2AX
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INTRODUCTION

|. Les histones désacétylases (HDAC)

[.1. Les HDAC : découverte et classification

[.1.1. Découverte des HDAC

Dans les années 1960, I’hypothése que des modifications post-traductionnelles réversibles des
histones telle que I’acétylation permettaient de réguler ’activité transcriptionnelle a été
proposéel?. Par la suite, les HAT et les HDAC ont été identifiées. Ces enzymes sont capables
de modifier de maniére covalente les groupements amino-¢ de la chaine latérale des résidus
lysine des histones de coeur, ce qui impacte la régulation de I'expression génique, mais aussi
d’autres protéines non-histones®~’.

Les HDAC ont été numérotees en fonction de 1’ordre chronologique de leur découverte. Ainsi,
HDAC1, la premiere histone désacétylase humaine identifiée, a été purifiée par Taunton et al.
en 1996 a partir d’un extrait protéique bovin en utilisant la chromatographie d’affinité avec
une colonne couplée a la trapoxine, un inhibiteur d’HDAC®. HDAC?2 a ensuite été caractérisée
au cours de la méme année®*%, suivie ’HDAC3 I’année suivante'**?, HDAC4, HDACS, et
HDACSG ont été décrites pour la premiére fois en 1999*2, puis HDAC7 et HDACS au cours de

I’année 2000'*1°. Enfin, les autres HDAC ont été découvertes entre 2000 et 20021618,

.1.2. Classification des HDAC

Les HDAC différent en fonction de leur structure, de leur spécificité de substrat, de leur
mécanisme enzymatique, de la localisation intracellulaire et de 1’expression tissu-spécifique.
Chez I’homme, on dénombre 18 HDAC qui jouent des réles divers dans I'homéostasie cellulaire
et dans la croissance des tumeurs.

Elles peuvent tout d’abord étre divisees en deux grands groupes fonctionnels selon la nature du
cofacteur enzymatique auquel elles sont associées (Tableau I). On distingue ainsi les HDAC
dépendantes du zinc des HDAC dépendantes du NAD+101°,

Les HDAC dependantes du zinc sont caracterisées par un pli arginase. Elles présentent en effet
une organisation structurale au niveau du site catalytique similaire a celle de I’arginase ¢’est-a-

dire un pli o/p qui consiste en un feuillet central a § brins paralleles B, pris en sandwich entre
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plusieurs hélices a. Le pli arginase a été fortement conservé chez les HDAC malgré une
divergence évolutive significative, ces enzymes partageant moins de 15% d’identité de
séquence d’acides aminés avec 1’enzyme arginase. De plus, le pli arginase comporte un motif
en forme de boucle qui intervient dans la liaison a 1’ion métallique. Ainsi, l'arginase se lie a
deux ions Mn?*, tandis que les enzymes HDAC se lient a un seul ion métallique de transition

Zn?* en raison d'une importante divergence dans la séquence des acides aminés? (Figure 1).

Figure 1. Représentations des structures secondaires de l'arginase et de différentes enzymes de la famille
des HDAC (HDLP, HDACS8, HDACTY et HDAH). (d’aprés Dowling et al. 20082).

Les positions des ions métalliques, reliés aux extrémités C-terminales des brins 4 et 7 sont indiquées.
Cylindres = hélices a ; fleches = feuillets b.

Les HDAC dont I’activité enzymatique dépend du nicotinamide adénine dinucléotide (NAD+)
présente un pli Rossman typique. Il s’agit d’un motif structurel fréquemment retrouvé dans les
protéines qui sont capables de se lier aux nucléotides et notamment le NAD+%,

Par ailleurs, les HDAC peuvent étre catégorisées en quatre classes en fonction de leur
homologie de séquence et de structure tertiaire avec les HDAC de levure (Tableau I).
La classe | comprend les HDAC1, HDAC2, HDAC3 et HDACS. Les enzymes de cette classe
sont des homologues de la désacétylase de levure RPD3%1221-23 (>439% d’identité entre les
séquences des HDAC de classe | et celle de RPD3 et > 65% de similarité?*). Ils sont ubiquitaires
et localisés principalement dans le noyau. 11 est a noter toutefois qu"HDAC3 a pour particularité
d’étre retrouvée a la fois dans le noyau et le cytoplasme, le rapport de répartition
noyau/cytoplasme variant en fonction des types cellulaires?®2®,

La classe Il est représentée par HDAC4, HDACS5, HDAC6, HDAC7 et HDACI10. Elles sont

apparentées a la protéine HDA1 de levure'®'%27 (>34% d’identité entre les séquences des
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HDAC de classe 1l et celle de HDAL et > 51% de similarité?¥). Cette classe semble jouer des
roles spécifiques aux tissus en fonction du statut de phosphorylation. Elle se divise elle-méme
en deux sous-groupes : la classe lla qui regroupe HDAC4, HDACS et HDACY et la classe I1b,
qui comprend HDACG6 et HDAC10. Ces enzymes sont capables de faire la navette entre le
cytoplasme et le noyau 2231, HDACS6 est la principale désacétylase cytoplasmique des
cellules de mammiféres®=32, HDAC6 se distingue de toutes les autres HDAC en ce qu’elle
contient deux domaines désacétylase et un motif en doigt de zinc C-terminal.

La classe Il regroupe les sirtuines 1-7 dont I’activité catalytique dépend de la coenzyme NAD+,
qu’elles sont capables de fixer, a la différence des autres HDAC, gréce a la présence d’un pli
Rossman®33, Le nom de ces histone désacétylases provient de Sir2p, premier membre de cette
famille de molécules identifi¢ chez la levure bourgeonnante3. Elles se localisent dans des

compartiments cellulaires variés tels que le noyau, le cytoplasme ou les mitochondries®®.

La classe IV est représentée par un membre unique : HDAC 11. Les degrés d’identité/similarité
sont de 24%/42% entre HDAC11 et HDA1 et de 31%/41% entre HDAC11 et RPD3%, Les
analyses de séquence de la protéine HDACL11 indiquent qu'elle contient des résidus conservés
dans des régions du site catalytique communes aux HDAC de mammiféres de classe | et 1118,

Elle est a la fois retrouvée dans le noyau et le cytoplasme36-%,
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Classe Protéine humaine Localisation cellulaire | Cofacteur
Classe | HDACL1 Noyau Zn?* dépendant
HDAC2 Noyau
HDAC3 Noyau/Cytoplasme
HDACS Noyau
Classe lla HDAC4 Noyau/Cytoplasme Zn?* dépendant
HDACS5 Noyau/Cytoplasme
HDACY7 Noyau/Cytoplasme
HDAC9 Noyau/Cytoplasme
Classe llb HDACS6 Noyau/Cytoplasme Zn?* dépendant
HDAC10 Noyau/Cytoplasme
Classe Il SIRT1 Noyau NAD* dépendant
SIRT2 Cytoplasme
SIRT3 Mitochondrie
SIRT4 Mitochondrie
SIRT5 Mitochondrie
SIRT6 Noyau
SIRT7 Noyau
Classe IV HDAC11 Noyau/Cytoplasme Zn?* dépendant

Tableau I. Classification des enzymes de la famille des HDAC (adapté a partir de Zhang et al., 2017°°)

Les enzymes des classes 1, Il et IV définissent la famille classique des HDAC. Ce sont des
amidohydrolases zinc-dépendant, sensibles aux composés chélateurs de Zn2+ comme les
dérivés d’acides hydroxamiques. En revanche, les sirtuines, HDAC de classe III, étant des
enzymes NAD+-dépendants, sont insensibles aux inhibiteurs dérivés d’acides

hydroxamiques*®4L,

|.2. HDACG, généralités et structure protéique

[.2.1. Généralités

Membre de la classe IIb des HDAC, la protéine HDAC6 a été découverte par Verdel et
Khochbin en 1999 chez la souris et portait alors le nom de mHDAZ2. Le gene codant HDAC6
est situé sur la région chromosomique Xp11.23 et a une taille de plus de 22000 pb (Figure
2A)*2. Avec ses 1215 acides aminés, HDACS est actuellement considérée comme la plus grande

des protéines HDAC connues'® (Figure 2B, Annexe 1). En comparaison avec les autres

19



enzymes de la famille humaine des HDAC, elle se démarque par une homologie de séquence

plus élevée avec HDA1, histone désacétylase de levure®.
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Figure 2. HDACS, localisation du géne hdac6 et ARN transcrit.

A. Localisation du géne HDAC6 sur la région chromosomique Xp11.23 (d’aprés www.genecards.org).
B. Exemple de transcrit codant du gene HDAC6 d’origine humaine (identifi¢ ENST00000334136.11
d’apres la base de données génomiques www.ensembl.org). Les exons codants au nombre de 28 sont
représentés par des barres pleines, tandis que les introns sont représentés par des lignes reliant les exons.
La longueur du transcrit est de 4118 pb et la séquence traduite est constituée de 1215 résidus d’acides
aminés.

[.2.2. Structure protéique d’HDAC6

La poche du domaine catalytiqgue des HDAC de la famille classique des HDAC (I, II, 1V)
correspond & une structure cylindrique étroite et contient un ion Zn?* situé prés de sa base*!444,
Membre de la classe I1b, HDACS, de son extrémité N-terminale vers la partie C-terminale, se
caractérise par les domaines protéiques spéecifiques suivants : un signal de localisation nucléaire
riche en résidus arginine et lysine (NLS), une séquence d’export nucléaire riche en leucine
(NES1), les sites catalytiqgues CD1 et CD2 séparés par le domaine de liaison a la dynéine
(DMB), la séquence de rétention cytoplasmique SE14, une deuxiéme séquence d’export

nucléaire (NES2) et le domaine de liaison a 1’ubiquitine en doigt de zinc (BUZ) (Figure 3).

Les deux domaines catalytiques CD1 et CD2, tous deux fonctionnels, représentent une
particularité unique a HDACSG au sein des enzymes de la famille des HDAC. Il a été suggeré
que ces deux domaines catalytiques dérivent de la duplication a partir d’un méme gene en raison
de leur degré élevé d’homologie>®,

L'extrémité C-terminale d'HDACG6 contient un domaine en doigt de zinc capable de se lier a
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l'ubiquitine (domaine ZnF-UBP, également connu sous les noms PAZ, BUZ ou DAUP)*. Ce
domaine se fixe préférentiellement aux formes poly-ubiquitinylées des protéines au niveau du
résidu lysine K63 et est impliqué dans la régulation de la dégradation médiée par
’ubiquitinylation*®°,

Une petite séquence appelée DMB (dynein motor binding) d’environ 65 acides aminés, Située
entre CD1 et CD2, intervient dans I’interaction avec la dynéine, complexe protéique moteur
associe aux microtubules qui assure le transport des protéines polyubiquitinylées mal repliées
vers les agrésomes®.

HDACG6 posséde plusieurs séquences impliquées dans sa localisation cytoplasmique. Il s’agit
des domaines NES, séquences d’exportation nucléaire, motifs de petite taille riches en résidus
leucine et de SE14, séquence de rétention cytoplasmique, qui stabilise I’ancrage d’HDAC6 dans
le cytoplasme®!. SE14 est un domaine hautement conservé chez I’homme, qui se caractérise par
huit répétitions d’un tétradécapeptide riche en motifs Ser-Glu®2.

Des études ultérieures ont montré qu’HDAC6 est également localisée dans le noyau®>3>*, Ceci
est possible grace a la présence au sein d’HDACS6, de la séquence de localisation nucléaire
(NLS), qui est capable d’interagir avec I’importine o et de permettre ainsi la translocation
d’HDACG6 vers le noyau. La navette entre le cytoplasme et le noyau, ainsi que ’activité
d'HDACG6 pourraient étre modulées par des modifications post-traductionnelles telles que
’acétylation 3135 Aiinsi, une forte acétylation de NLS entraine I’inhibition de l'interaction avec
I'importine a et donc la diminution de la quantité d’HDACG6 dans le noyau. Cette réduction
d’HDACG6 nucléaire induite par une hyperacétylation de NLS pourrait avoir un impact sur la
désacétylation des histones et I’expression des génes®!.

Malgré la présence de la séquence de localisation nucléaire (NLS), HDACG6 reste
majoritairement localisée dans le compartiment cytoplasmique grace a I'action des motifs NES

et SE14, et y exerce ses fonctions biologiques principales®*®.

. . Cytoplasmic Ubiguitin
Catalytic activit
vt y anchoring binding
| —
N == NLS = NES1 = DD1 * DMB 1 DD2 = SEl4 = NES2 = BUZ == C 1215 AA

Zn2+ InZz+ |
Nuclear Nuclear Nuclear
localization exclusion exclusion

Figure 3. Représentation schématique des domaines fonctionnels d’HDACS6.
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NLS : nuclear localization signal ; NES : nuclear export signal ; CD1 : catalytic domain 1; DMB : dynein
motor binding ; CD2 : catalytic domain 2 ; SE14 : serine-glutamate tetradecapeptide repeat ; BUZ : zinc-
finger ubiquitin binding domain (Figure adaptée a partir de Li et al. 2013%).

|.3. Mécanismes d’action catalytique des HDAC

La premiére protéine de la famille classique des HDAC dont la structure tridimensionnelle a
été résolue par cristallographie aux rayons X est 'HDLP (histone deacetylase-like protein)
extraite a partir de la bactérie hyperthermophile Aquifex aeolicus. HDLP a la méme structure
tertiaire que l'arginase en ce qu’elle posséde un pli o/p constitué¢ d’un feuillet central a 8 brins
paralléles B, pris en sandwich entre plusieurs hélices 0?3 (Figure 4). Cette similarité structurale
avec l'arginase, une métalloenzyme qui catalyse I'hydrolyse de I'arginine en ornithine, suggéere

que I’HDLP a évolué a partir d'un ancétre commun des métalloprotéines.

C terminus

Figure 4. Complexe HDLP- Zn?*-TSA.

Figure réalisée a partir des programmes MOLSCRIPT et RASTER3D (d’aprés Finnin et al., 1999%).

[.3.1. Classe |

Des études de cristallographie par rayons X ont montré que les HDAC de mammiféres ont un
domaine catalytique structurellement similaire a celui de ’HDLP, domaine dans lequel les
résidus constituant le site actif sont conservés au sein de la famille des HDAC. A partir de ces
études, un premier mécanisme catalytique de désacétylation a été propose pour les HDAC
dépendants d’un ion métallique. Dans ce modéle commun aux enzymes de la famille
classique des HDAC (
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Figure 5), I'hydrolyse de la liaison acétamide situé sur le résidu lysine acétylé du substrat est
possible grace a la présence au sein de la poche catalytique de résidus histidine qui fonctionnent
en tandem (His-131 et His-132) en tant que catalyseurs base générale — acide général’®Z, Le
noyau imidazole de I'histidine contient un atome d'azote pouvant capter un proton avec un pKa
proche de la neutralité (pKa 6,8) et donc des conditions physiologiques. Une variabilité rapide
de charge due a la valeur du pKa du groupement imidazole de I’histidine entre pH 6,5 et pH 7,5
explique la facilité¢ avec laquelle I’histidine céde ou accepte des protons et sa participation
moléculaire fréquente aux mécanismes de catalyse enzymatique.

Les enzymes de la classe | présentent un site de liaison au zinc constitué de la triade de résidus
Asp/Asp/His et d’un site catalytique compos¢ de deux histidines, d'un résidu tyrosine et d'une
molécule d'eau nucléophile®. Un ion potassium situé a environ 7 A du zinc catalytique pourrait
également jouer un role dans la liaison au substrat?®®,

Au cours de la désacétylation, il a été ainsi suggéré d’aprés ce modeéle qu’un premier résidu
histidine (H131) jouerait le role de catalyseur base général capable de déprotoner une molécule
d'eau liée a I’ion métallique. Cette molécule d’eau ainsi activée réaliserait une attaque
nucléophile sur le carbone de la liaison carbonyle (C = O) de I'acétyl-lysine, ce qui permet de
former une structure intermédiaire tétraédrique. Cette derniere est stabilisée par 1’ion divalent
Zn?* et un résidu tyrosine (H297) situés a I’opposé de la triade Asp/Asp/His. Par la suite, le
deuxiéme residu histidine (H132) agirait comme un acide général qui protone le groupement
amine partant de la lysine, ce qui facilite la rupture du complexe et entraine la libération des

produits acétate et lysine.
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Figure 5. Modéle de mécanisme de désacétylation catalysée par les HDAC dépendants du Zn?* proposé
a partir de I’étude de la protéine HDLP (d’aprés Finnin et al. 1999%).

Cependant, des analyses structurales, biochimiques et mutationnelles plus récentes portant sur

HDACS, enzyme de classe |, ont conduit a envisager un autre modéle mécanistique décrivant
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la désacétylation du résidu lysine porté par le substrat (Figure 6). Dans ce nouveau modele, un
seul résidu histidine (H143) situé au sein de la poche catalytique joue a la fois les r6les de base
générale et d’acide général. Le deuxieme résidu histidine du tandem (H142) reste protoné tout
au long du cycle catalytique et n’intervient qu’en tant que catalyseur €lectrostatique aidant a
positionner le premier résidu (H143) de facon adaptée a la réaction enzymatique. L'ion
métallique Zn?* et le résidu tyrosine (Y306) orientent le substrat carbonyle et stabilisent la

structure intermédiaire tétrahédrique, favorisant ’attaque nucléophile par la molécule d’eau®®
61
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Figure 6. Modéle de mécanisme de désacétylation par les HDAC dépendants du Zn?" modifié et proposé
a partir de I’étude d’HDACS (d’aprés Gantt et al. 2016°°).

[.3.2. Classe lla

Les HDAC de classe lla sont des désacétylases a activité catalytique faible. Cela est di a la
substitution du résidu tyrosine, qui intervient dans la stabilisation de la structure intermédiaire
tétrahédrique, par une histidine. De plus, les histones ne sont pas leurs substrats. Il est
actuellement considéré que 1’activité catalytique associée aux HDAC de classe lla repose sur
leur interaction avec HDAC3, HDAC de classe I, et le corépresseur transcriptionnel SMRT/N-
CoR (silencing mediator of retinoicacid and thyroid hormone receptor/nuclear receptor

corepressor) au sein d’un méme complexe, dans lequel seule la protéine HDAC3 associée joue
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un role catalytique significatif?0:52,

[.3.3. Classe Ilb et cas particulier d’'HDAC6

Les membres de la classe I1b ressemblent fortement aux enzymes de la classe I, bien qu'elles se
caractérisent par de légéres différences de fonctionnement sur le plan catalytique. HDACS,
désacétylase de la classe Ilb, a pour particularité unique de posseder un dimere constitué de
deux sites catalytiques fonctionnels : CD1 et CD2. La question de la fonctionnalité de ces deux
sites a eté longtemps discutée. Les premieres études biochimiques indiquaient qu’elles
possédaient toutes deux une activité désacétylase sur les histones de cceur in vitro, mais que
seul CD2 était capable de désacétyler la tubuline, ce qui suggere qu’il existerait une spécificité
de substrats variables entre ces deux sites'®. Puis d’autres études ont suggéré que seul le site
CD2 était catalytiquement actif bien que la présence simultanée des deux domaines soient
nécessaires a I’activité désacétylase globale de I’enzyme®*%4. Plus récemment, des études ont
montré que le site CD1 possede bien plusieurs activités catalytiques distinctes : il agit
notamment en tant qu’E3 ubiquitine ligase®® et en tant que désacétylase de DDX3X (DEAD-
box helicase 3 X-linked), une hélicase & ARN®®,

1.3.3.1. Le site catalytique CD1 d’HDAC6

Parmi les deux domaines catalytiques d’HDAC6, CD1 est celui qui a été le moins bien décrit.
Récemment, des études par cristallographie aux rayons X portant sur les complexes d’inhibition
avec le site catalytique CD1 ont permis de révéler davantage d’informations sur la structure de
CDI, son fonctionnement et ses affinités d’interaction avec les inhibiteurs des HDAC®'.
Entre CD1 et CD2, le site de liaison Zn?* et les résidus catalytiques restent identiques, ce qui
suggere que le mécanisme chimique de I'nydrolyse des liaisons amides est identique dans les
deux domaines catalytiques : I'ion Zn?* et le résidu de tyrosine catalytique polarisent le groupe
carbonyle scissile de I'acétyl-lysine ce qui favorise une attaque nucléophile par une molécule
d'eau liée a I’ion Zn?*, tandis que les résidus histidine fonctionnent en tandem en tant que base
générale et acide général dans un systéme de relais de charge®.

Les études de ’activité catalytique de CD1 montrent une spécificité de substrat plus étroite en
comparaison avec CD2. CD1 possede notamment une activité catalytique maximale vis-a-vis
des substrats peptidiques contenant des résidus acétyl-lysine C-terminal. Des modifications du
groupement carboxylate de I’acétyl-lysine par amidification ou par formation de liaison

peptidique avec un acide aminé perturbent 1’activité catalytique de CD1, bien qu’une activité
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faible soit encore observée lorsque de petits résidus sont ajoutés au substrat sur la liaison scissile
carboxylée du résidu acétyl-lysine. Malgré une spécificité de substrat étroite, CD1 dispose
d’une poche catalytique plus large que celle du domaine CD2. Cette différence structurale est
notamment liée a la présence d’une cavité aromatique formée par les résidus F202 et W261 au
niveau du site CD1 d’HDACS, tandis que celle-ci est constituée par F583 et F643 dans le site
CD2. Cela expliquerait en outre les différences d’orientation spatiale de la trichostatine A et

d’autres inhibiteurs d’HDAC au sein de la poche catalytique®’.

1.3.3.2. Le site catalytique CD2 d’HDAC6

En comparaison avec le site CD1, CD2 a été plus largement étudié et a permis le développement
de nombreux inhibiteurs sélectifs d’HDAC6 actuellement testés dans différents essais
précliniques et cliniques®® ™. Au niveau de ce site actif, deux résidus histidine majeurs
fonctionnent en tandem dans la catalyse de la désacétylation du résidu lysine, 1’un jouant le role
de base générale (H573) et I’autre d’acide général (H574). Plus précisément, H573 pourrait
intervenir en tant que base catalytique générale avec ’ion Zn?* dans ’activation d’une molécule
d’eau nucléophile. Cette molécule d’eau activée effectue ensuite une attaque nucléophile au
niveau de la liaison covalente scissile du groupement carbonyle de 1’acétyl-lysine, ce qui forme
une structure tétrahédrique intermédiaire, piégée au fond de la poche catalytique. La rupture de
ce complexe n’est possible qu’en présence de I’histidine H574, qui par son role catalytique
général est capable de protoner le groupement amino- sortant, libérant ainsi la lysine et

I’acétate®® 72 (Figure 7).
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Figure 7. Modele de catalyse enzymatique proposé pour la désacétylation du résidu lysine au niveau du
domaine CD2 d’HDACS6 (Figure adaptée a partir de Christianson et al. 2016™).

CD2 est principalement responsable de la désacétylation des protéines non histones, telles que la
tubuline a, HSP90, la cortactine ou la protéine tau’®’*"6, HDACSG joue par conséquent un réle important
dans la régulation des activités chaperonnes ou la dynamique du réseau des microtubules associé au
trafic intracellulaire ou a la mobilité cellulaire” 8. Une hyperexpression d’HDACS est en outre associée
au potentiel d’invasion des cellules de cancer métastatique .

1.3.4. Classe llI

Les HDAC de classe 11, également appelés sirtuines, ont un mécanisme dépendant du NAD+.
Ce mécanisme se distingue fortement de I'activation de la molécule d'eau nucléophile
dépendante du Zn?* utilisée par les autres enzymes HDAC. Les sirtuines différent notamment
en ce qu’elles possedent a la fois des activités désacétylase et d'ADP-ribosyl transférase.
D’abord, le NAD+ permet de former un complexe ternaire avec I'enzyme et le substrat, puis le
groupement acétyle est transféré vers 1’ADP-ribose a partir du substrat, ce qui forme un O-

acétyl-ADP-ribose et un produit dont le résidu lysine est désacétylé®.
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|.4. Role des HAT et des HDAC dans la régulation de I'expression génique

1.4.1. Acétylation/Désacétylation des histones

L'épigénétique est la discipline qui s'intéresse aux variations de I'expression génique,
transmissibles au cours de la division cellulaire, et n'impliquant pas de modifications de la
séquence d'’ADN. Les changements épigenétiques sont réversibles a la différence des mutations
qui affectent la séquence de I'ADN. Il s'agit concrétement de marques biochimiques induites
par I'environnement, qui sont appliquées par des enzymes spécialisées sur 'ADN ou sur les
histones, protéines qui s'associent a I'ADN pour le compacter et former la chromatine. Chez
I’homme, les marques les plus décrites sont les groupements méthyles apposés sur les résidus
de cytosine des dinucléotides C-G de I'ADN®!, ainsi que diverses modifications chimiques des
histones (méthylation, acétylation...)®. Depuis la découverte en 1964 par Allfrey et al. de la
corrélation entre les niveaux d'acétylation des histones et l'activité transcriptionnelle des génes?,
les histones de cceur sont devenues les protéines cibles les mieux caractérisées des processus
d’acétylation et de désacétylation. Ces processus jouent un role important dans la régulation de
la transcription dans les cellules eucaryotes®®8°. Le statut d'acétylation des histones de cceur et
des protéines non-histones est régulé par les activités antagonistes des HAT et des HDAC.
Les HAT ajoutent un groupement acétyle sur les résidus lysine des queues amino-terminales
des histones, tandis que les HDAC retirent le groupement acétyle®. Les interactions
électrostatiques entre le squelette phosphodiester chargé négativement de I'ADN et les résidus
basiques chargés positivement des queues N-terminales des histones de cceur maintiennent la
chromatine en une structure étroitement compacte. Cependant, la charge positive portée par le
résidu lysine peut étre neutralisée lorsqu’elle est acétylée et restaurée lorsqu’elle est
désacétylée®’. Il a ainsi été montré que I'acétylation des histones par les HAT, en neutralisant
la charge positive des résidus lysine situés sur les queues des histones, produit le relachement
de la chromatine, ce qui favorise 1’accessibilité de ’ADN aux complexes transcriptionnels®®#°,
A T’inverse, en désacétylant les histones, les HDAC rétablissent les charges positives et
favorisent ainsi la compaction de la chromatine dans une conformation qui est répressive dans
la plupart des processus cellulaires®” . Un enroulement plus serré de I'ADN est en effet associé
a une diminution de l'accessibilité des facteurs de transcription a I’ADN, ce qui réduit
’expression génique®* 2,

Du reste, plusieurs études ont montré que les HAT agissent comme des co-activateurs
transcriptionnels, notamment GCN5, PCAF, CBP, p300, Tip60 et MOF°*%, tandis que d’autres
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ont suggéré que les HDAC sont associées a la répression génique®:%-% et sont remplacées, lors
de la transduction de signal, par des HAT co-activateurs pour une activation ultérieure de la
chromating®1%,

La relation qui unit les HDAC avec I'expression génique dans la levure reste pourtant sujette a
controverses. Des travaux indiquent en effet que les HDAC sont hautement présentes au niveau
des génes actifs et peuvent donc également étre impliquées dans la transcription activel1102,
Des recherches antérieures ont en outre montré que les complexes HDAC de levure RPD3 et
RPD1 sont impliqués a la fois dans la répression et I'activation de la transcription®®1%, En
faveur de I’hypothése que les HDAC n’agissent pas seulement en tant que Corépresseur genique,
viennent en outre des études révélant que les HDACI sont capables de réprimer la transcription
de nombreux génes®>107,

Les travaux de Wang et al. ont montré que les HAT et les HDAC peuvent en fait intervenir sur
un mode collaboratif dans I’expression génique et I’acétylation des histones. Le lien fonctionnel
qui s’établit entre les HAT (CBP, p300, PCAF, Tip60, MOF) et les HDAC (HDACI1, HDAC2,
HDAC3, HDACS6) a ainsi ¢été étudié. Ces deux familles d’enzymes aux activités antagonistes
peuvent étre recrutées au niveau de la chromatine active pour favoriser, ensemble, I’expression
génique et I’acétylation des histones'%. C’est d’abord une cartographie a I’échelle du génome
des liaisons entre la chromatine et les enzymes HAT ou HDAC qui a permis de montrer que
ces enzymes se localisent au niveau des régions des genes transcriptionnellement actives avec
des histones acétylées. Leur recrutement est communément assuré par I'ARN Pol I
phosphorylé. L’équipe de Wang et al. suggere que les HDAC jouent deux rbles majeurs au
niveau de la chromatine. La premiére fonction des HDAC correspond a la réinitialisation de la
chromatine et se déroule au niveau des genes actives. La majorité des HDAC du génome
humain fonctionnent par la réinitialisation de la chromatine en supprimant I'acétylation produite
par les HAT au niveau des genes actifs. Cette étape est nécessaire pour initier le prochain cycle
de transcription. La deuxiéme fonction des HDAC se situe au niveau des genes inactivés : les
genes inactifs qui sont amorcés par la méthylation de I'histone H3K4 sont soumis a un cycle
dynamique d'acétylation et de désacétylation par des liaisons transitoires HAT/HDAC. Le
faible niveau d'acétylation résultant de ce processus dynamique empéche la fixation de Pol II,
ce qui maintient les promoteurs des genes dans un état inactif, mais les prépare a une activation
future. Il est a noter qu’il n’existe pas de preuves en faveur de 1’hypothése que les HDAC sont
capables de fixer des genes réprimés ne présentant pas de signal de méthylation de 1’histone
H3K41%8,

Au niveau de la chromatine, I'équilibre entre I'acétylation et la désacétylation des protéines
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histones et non-histones jouent donc un réle essentiel dans la régulation de I'expression des
genes. Il est a noter que les HAT et les HDAC agissent principalement au sein de complexes
protéiques contenant de nombreuses autres enzymes et leurs cofacteurs. Ces complexes
comprennent notamment les protéines a bromodomaines, décrites comme des « lecteurs » des
résidus lysine acétylés situés sur les queues N-terminales des histones. En reconnaissant
specifiquement ces marques épigénétiques, les protéines a bromodomaines permettent
I’ancrage des complexes protéiques dont elles font partie, ce qui rend possible 1’exercice d’une
multitude de fonctions biologiques impliquées dans la régulation de 1’expression génique telles
que le recrutement de facteurs de transcription, I'acétylation des histones, ou le remodelage de

la chromatine!09110,

1.4.2. Acétylation/Désacétylation des substrats non-histones

Outre les histones, un certain nombre de substrats non-histones cytoplasmiques et nucléaires
sont également cibles de I'acétylation réversible'!. Des analyses phylogénétiques ont du reste
révélé que des enzymes de la famille des HDAC étaient exprimées dans des bactéries connues
pour étre dépourvues d’histones. Cela suggére que 1’acétylation et la désacétylation des
protéines non-histones sont des processus biologiques trés conservés et qu’a un stade primitif
de I'évolution, les HDAC désacétylaient essentiellement des protéines non-histones!?113,
Un exemple de protéine non-histone nucléaire pouvant subir une acétylation réversible est le
facteur de transcription p53, qui fait partie de la famille des protéines codées par les genes
suppresseurs de tumeurs. L’acétylation de p53 est associée a des conséquences biologiques
diverses telles que I’arrét du cycle cellulaire, la réparation de I’ADN, la sénescence ou encore
I’apoptose cellulaire.

De nombreuses HAT telles que Tip60, MOF, p300/CBP, PCAF sont impliquées dans

’acétylation de p53114-116,

L’HAT p300 en acétylant p53, produit un changement
conformationnel favorable a I’augmentation de son activité transcriptionnelle*'”. Tip60 stimule
directement I’activité apoptotique de p53 par son activité acétyltransférase au niveau du résidu
lysine K120, Tip60 protége également I’activité transcriptionnelle de p53 de la dégradation
protéasomique en se fixant a MDM2 (Murine double minute 2), une ubiquitine ligase E3 et
antagoniste majeur de p53'*311°, Parmi les HDAC intervenant dans la désacétylation de p53,
nous pouvons citer HDAC1, HDAC2, HDAC3, et SIRT1'2%'2 Drautres facteurs de

transcription ont aussi €té identifiés comme substrats cibles des processus d’acétylation et de

désacétylation tels que Ku70'??, la sous-unité RelA du facteur nucléaire kB (NF-xB)!%, ou la
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protéine proto-oncogéne c-Myc'?*, Les HDAC qui catalysent le retrait du groupement acétyle
du résidu lysine acétylé sont notamment des HDAC de classe | et 111'22-125 En particulier,
SIRT1, HDAC de classe Ill, par son activité désacétylase NAD+ dépendant, est capable de
moduler I’activité d’autres régulateurs transcriptionnels impliqués dans I’apoptose ou la survie

cellulaire (p53, NF-xB)!?12% ou dans le métabolisme (FOXO et PPARy)!26127,

|.5. Fonctions biologiques d’"HDAC6 associés aux substrats non-histones

Bien que des tests de réaction enzymatique suggerent qu'HDAC6 est capable de désacétyler les
histones in vitro®3, il n’existe a ce jour aucune preuve formelle permettant de témoigner de cette
méme activitt HDAC in vivo. La question du statut des histones en tant que cibles
physiologiques d’HDAC6 reste donc discutée!?®. Les modifications post-traductionnelles par
acétylation et désacétylation peuvent se produire sur des substrats cytoplasmiques. A ce propos,
HDACS6 est une enzyme connue pour catalyser préférentiellement le retrait des groupements
acétyles situés sur des substrats cytoplasmiques plut6t que sur les histones, ce qui lui permet
d’intervenir dans diverses fonctions cellulaires®’'?° (Tableau I1). Quelques effets physiologiques
majeurs spéecifiques dans lesquels ces processus sont impliqués seront décrits dans le cadre de

cette étude.
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Substrats

Sites de désacétylation

Fonctions associées a HDAC6

Références

Tubuline a K40 infection virale, inflammation, immunité, | 13133
maturation neuronale, résilience des
microtubules

Cortactine K87/K124/K161/K189/K198/ régulation du cytosquelette d'actine, | $3413%

K235/K272/K309/K319 motilité cellulaire, différenciation des
mégacaryocytes

Hsp90 K294 maturation des récepteurs aux | 77
glucocorticoides

RIG-I K858/K909 reconnaissance de I'ARN viral 136,137

Tat K48 Suppression de la transactivation du HIV 138

Ku70 K539/K542 Suppression de l'apoptose 122

B-Catenin K49 coactivation de la transcription génique | 139140
médiée par IRF3

PrxI/PrxII K197/K196 régulation du statut redox intracellulaire 141

Survivin K129 fonction anti-apoptotique 142

MYH9 régulation de la liaison a l'actine 143

Hsc70 repliement protéique 143

DNAJAL repliement protéique 143

HSPA5 K447 suppression des métastases du cancer du | 44145
sein

HMGN2 K2 Régulation de l'activité de STAT5a et de la | 146
croissance tumorale du sein

Sam68 régulation de I'épissage alternatif 147

14-3-3¢ K49/K120 fonction anti-apoptotique 148

K-RAS régulation de l'activité oncogénique de | 4°
KRAS

ERK1 K72 régulation de I'activité kinase d'ERK1 150,151

Tau K259/K353 régulation de la phosphorylation et de la | 76152

dégradation de tau dans les

oligodendrocytes

Tableau Il. Substrats ’HDACS et fonctions associées (Tableau adapté a partir de Li et al, 2012°" et de
Zheng et al., 2017%°)
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[.5.1. Régulation de la dynamique du cytosquelette

1.5.1.1. Tubuline

Les microtubules sont des polymeéres cylindriques creux obtenus par 1’assemblage de 13
protofilaments composés d’un empilement de tubulines o et B. Leur stabilisation est obtenue
par des proteines associées aux microtubules (MAP). Ce sont des constituants majeurs du
cytosquelette qui interviennent dans des fonctions cellulaires cruciales, notamment la formation
du fuseau mitotique qui assure la segrégation des chromosomes pendant la division cellulaire
ou le trafic intracellulaire®3. Parmi tous les substrats connus d’HDACS, la tubuline o est celui
qui a été le mieux caractérisé jusqu’a présent. La désacétylation médiée par HDACG6 se produit
au niveau du groupement amino-e du résidu lysine K40 intra-luminale de la tubuline®:"3154,
L’acétylation de la tubuline sur ce méme site est catalysée par I’acétyltransférase cytoplasmique
ATAT1 (Alpha-tubulin N-acetyltransferase 1)**°. Il est & noter que le résidu K40 est le site
d'acétylation le mieux connu des microtubules polymérisés. 1l convient donc de considérer que
les études qui évoquent l'acétylation des microtubules ou de la tubuline a, font largement
référence a cette modification précise®3,

L'acétylation de la tubuline o au niveau du résidu K40 est associée aux microtubules stables et
de longue durée de vie. Des travaux ont montré que cette modification post-traductionnelle
auraient pour fonction de faciliter le recrutement vers les microtubules de protéines telles que
les kinésines!®157  HSP90™8 ou les enzymes impliquées dans la fragmentation des
microtubules comme la katanine®®®.

Par ailleurs, des études génétiques et structurales utilisant des souches mutantes de
Caenorhabditis elegans ont suggéré que l'acétylation de la tubuline est nécessaire au maintien
de lintégrité des microtubules'® et & la limitation du nombre de protofilaments dans les
neurones récepteurs du toucher6t,

De plus, I'acétylation du résidu K40 intra-luminale augmente la résilience des microtubules et
les protége contre le vieillissement mécanique®®?. Le modeéle mécanistique de Xu et al. propose
que I’acétylation par ATAT1 de la tubuline joue un role dans la protection des microtubules
contre le risque de rupture provoquée par des stress mécaniques régulierst®'(Figure 8). Selon
ce modele, la flexion du segment de microtubule induite par le stress mécanique crée des
ouvertures transitoires de la paroi latérale, ce qui permet I’entrée de ATAT1 au sein de la
lumiére du microtubule'311%4, |'acétylation subséquente des résidus K40 intra-luminaux induite
par ATAT1 modifie localement les propriétés mécaniques du microtubule, ce qui le protege

contre une éventuelle rupture physique dans les zones soumises a des contraintes mécaniques
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répétées. Du reste, la déplétion de ATAT1 augmente la fréquence de rupture des microtubules

induite par le stress mécaniquet!,

.
X
A
© increased lattice
plasticity

_ increased flexibility
W& and resistance to breakage

Figure 8. L’acétylation de K40 protége les microtubules contre le risque de rupture mécanique (d’apres
Xu et al 2017%)

En plus de réguler I'architecture des microtubules, I'acétylation des tubulines est impliquée dans
divers processus cellulaires, notamment le transport intracellulaire™®®’, I'assemblage
ciliaire®®, la migration cellulaire!® et la polarité'®2. En particulier, I'acétylation de la tubuline
régule les réponses immunitaires'®*, le stress cellulaire'®®, I'inflammation?®-1¢7 et les infections

virales'®®, ce qui suggére des roles potentiellement importants dans des conditions déléteres.

L'acétylation de la tubuline a interviendrait également dans des fonctions avancées, telles que
l'apprentissage et la mémoire!®. Il a ainsi été démontré dans un modéle murin que cette
modification post-traductionnelle joue un réle dans le développement du cortex cérébral'®3, Un
déficit en ATATL perturbe en effet la capacité de migration des neurones du cortex. Une
répression d’HDACG6 ou une hyperexpression d’une tubuline mimant la tubuline acétylée au
niveau du résidu K40 permet de restaurer la capacité migratoire ainsi que les déefauts
morphologiques des neurones du cortex déficitaires en ATATL, ce qui suggére que le statut
d’acétylation de K40 modifié par ATAT1 et HDACG6 contrdle la migration et la transition
morphologique des neurones du cortex.

Dans les lymphocytes T, I’acétylation des tubulines régule la polarisation du centrosome vers
la synapse immune!®2, Une hyperexpression d’HDAC6 perturbe la translocation du centrosome
dépendante de 1’antigéne et désorganise les clusters CD3 et LFA-1 des lymphocytes T formés
au niveau de la synapse immune. Un pan-inhibiteur des HDAC, la trichostatine A (TSA) permet

de réverter ces effets.
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1.5.1.2. Cortactine

La cortactine (CTTN) est une protéine monomérique du cytoplasme, capable de se lier a I’actine
F. Elle peut étre activée par des stimuli externes pour favoriser la polymérisation et le
remodelage du cytosquelette d’actine, ce qui lui permet ainsi d’intervenir dans des fonctions
biologiques telles que la migration cellulaire’®.

La CTTN est un substrat acétylable par les enzymes CBP! et p300'7? et désacétylable par
HDAC6™, SIRT1!2 et SIRT2!"3, L'acétylation diminue la liaison de la CTTN a KEAP1 et
inhibe la migration cellulaire’’:. L hyperexpression d'HDAC6 entraine une hypoacétylation de
la CTTN, tandis que l'inhibition de l'activité d'HDACS6 entraine une hyperacétylation de ce
méme substrat. HDAC6, en modifiant le statut d’acétylation de la CTTN, régule l'activité de
liaison de la CTTN a l'actine F et influence de ce fait la motilité cellulaire dépendante de
I'actine!34,

Par ailleurs, I’axe HDAC6-CTTN permet de réguler positivement la différenciation

mégacaryocytaire chez I’homme mais pas chez la souris!®,

1.5.2. Clairance des protéines mal repliées (misfolded) et ubiquitinylées du cytoplasme

En situation de stress cellulaire, HDACSG intervient dans la clairance des protéines mal repliées
ubiquitinylées du cytoplasme par au moins trois mécanismes majeurs décrits dans la littérature.
Le premier mécanisme concerne la formation des agrésomes : HDAC6 capture les protéines
ubiquitinylées pour les déplacer via le réseau des microtubules vers les agrésomes qui seront
traités ultérieurement par autophagie®. Le deuxiéme mécanisme renvoie au role d’HDACG
dans la maturation autophagique®* et le troisiéme se rapporte a 1’induction par HDAC6 de
I’expression des protéines chaperonnes par I’intermédiaire de la dissociation du complexe

HSF1/HSP90'* (Figure 9).

1.5.2.1. Formation des agrésomes

Lorsque le systéme ubiquitine-protéasome (UPS) est altéré ou dépassé, c’est-a-dire lorsque la
production de protéines mal repliées et ubiquitinylées excéde la capacité de dégradation par le
protéasome, HDACG6 fixe les protéines ubiquitinylées a I’aide de son domaine de liaison a
I'ubiquitine, puis assure le transport rétrograde des agrégats de protéines ubiquitinylées grace a
son interaction avec les dynéines, sur le réseau de microtubules, vers le centrosome!”. HDAC6
permet ainsi la formation des agrésomes en fonctionnant comme un pont entre les protéines

polyubiquitinées et le réseau des microtubules®®176:17,
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Par ailleurs, I’équipe d’Iwata et al. a montré qu’HDACSG est aussi responsable du recrutement
et du transport rétrograde de la machinerie autophagique via le réseau des microtubules vers les
agrésomes'’®. Par conséquent, HDAC6 peut étre considérée comme un capteur de stress
cellulaire et joue un role clé dans la dégradation médiée par 1’autophagie des agrégats de

protéines cytotoxiques s’accumulant lorsque I’UPS est altéré!”.

1.5.2.2. Régulation de I'autophagie

HDAC6 joue un role majeur dans 1’autophagie constitutive, une forme particuliére
d’autophagie indépendante des nutriments. Cette autophagie dite « basale », bien qu’elle ne soit
pas essentielle a la survie, semble fonctionner comme un mécanisme de contr6le-qualité
intracellulaire cruciale qui élimine sélectivement les agrégats de protéines aberrantes et les
organites endommagés, souvent retrouvés dans diverses formes de maladies
neurodégénératives!’®. Plus précisément, HDACG est nécessaire a la maturation autophagique,
et en particulier a la fusion autophagosome-lysosome. Ce processus est notamment contrélé par
I’intermédiaire de la régulation du statut d’acétylation de la CTTN, composant clé de la
machinerie responsable de la polymérisation de I’actine F, mais aussi substrat d’HDAC6*4. En
effet, dans des fibroblastes d’embryons de souris, 1’expression d’une forme mutante acétylée
de la CTTN inhibe la fusion entre les autophagosomes et les lysosomes. A I’inverse, dans les
cellules de phénotype sauvage ou exprimant une forme résistante a 1’acétylation, le recrutement
et la désacétylation de la CTTN induits par HDACG rend possible le remodelage de la F-actine
impliquée dans la fusion autophagosome-lysosome, et donc la clairance des agrégats
protéiquest’®.

D’aprés une autre étude conduite par Liu et al.*®, HDACS6 jouerait également un rdle dans la
dégradation autophagique survenant au cours d'une privation nutritionnelle, par la
désacétylation de LC3B-Il, un composant essentiel de la double-membrane de
I’autophagosome, au lieu de la CTTN comme c’est le cas dans 1’autophagie constitutive.
L'inhibition pharmacologique ou la répression génique d'HDACG6 blogue partiellement la
désacétylation de LC3B-II, ce qui empéche la dégradation de p62/SQSTM1 (sequestosome-1),
protéine cargo présente au sein de l'autophagosome et impliquée dans la dégradation

autophagique.
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1.5.2.3. Induction de I'expression des protéines chaperonnes

HDACG6 est présent au sein d’un complexe répressif comprenant HSP90 (heat shock protein
90), p97/VCP (valosin containing protein) et HSF1 (heat shock factor 1)!81182,

Au cours d’un stress protéotoxique, I’interaction entre HDACS6 et les protéines ubiquitinylées
induit la dissociation de ce complexe par un processus ATP dépendant, ce qui entraine le
relargage de ses composants 174183 |a libération du facteur de transcription HSF1 permet son
activation dans le cytoplasme. HSF1 activée se transloque vers le noyau, se trimérise et se lie
aux séquences HSE (heat shock element), ce qui induit I’expression des génes hsp et donc la
production des protéines chaperonnes. Ces derniers exercent alors leurs réles physiologiques
en favorisant le repliement des protéines nouvellement synthétisées et en empéchant leur
agrégation potentiellement toxique!84,

La protéine p97/VCP, un autre composant libérée a partir du complexe HDAC6-HSP90-
p97/VCP-HSF1, est une ségrégase capable d’exercer des activités tres diverses. Elle sépare les
protéines des membranes au sein desquelles elles sont intégrées, facilite la dégradation
protéasomale en dépliant les protéines mal repliées polyubiquitinylées ou ségrege les protéines
de leurs partenaires, ce qui leur permet d’exercer leurs roles physiologiques respectifs en
aval'®, Les travaux de Boyault et al. montrent que p97/VCP est capable d’extraire la protéine
HDACG6 a partir du complexe HDACG6-ubiquitine et ce faisant, permet la reformation du
complexe p97/VCP-HDACSG. Cette étape intermédiaire serait nécessaire a la réassociation entre

HSP90 et HSF1 et la restauration d’un état basal non stressé’4186,
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Figure 9. Clairance des protéines mal repliées ubiquitinylées.

Lors d’un stress protéotoxique, les protéines mal repliées sont marquées avec du poly-ubiquitine dans
le cytosol (1) puis détruites par le systéme ubiquitine-protéasome (2a). Les protéines mal repliées qui
sont polyubiquitinylées, mais qui ne sont pas détruites par le protéasome, sont reconnues par HDACS.
HDACS se lie aux chaines d'ubiquitine libres (2b) et aux complexes moteurs de la dynéine (3a), ce qui
permet le transport rétrograde des agrégats protéiques polyubiquitinylés potentiellement toxiques via le
réseau des microtubules vers le centrosome, la ou se forme 1’agrésome et se déroule la dégradation par
autophagie (4). En parallele, la liaison d'HDAC6 aux protéines polyubiquitinées déclenche la
dissociation du complexe HDAC6/HSP90/HSF1/VCP, ce qui entraine I'activation de HSF1 (3b). Cela
induit I'expression des génes codant HSP70 et HSP27, protéines chaperonnes qui exercent un role
protecteur contre les effets toxiques des agrégats dans les cellules. Par son activité ségrégase,
I’AAATPase p97/VCP dissocie les complexes formés entre HDAC6 et les protéines polyubiquitinylées
(5), ce qui favorise la reformation du complexe HDAC6/HSP90/HSF1/VCP et la restauration de 1’état
basal non stressé (6).

1.5.3. Régulation de I'activité chaperonne d’"HSP90

Le repliement (folding) des protéines assisté par les chaperonnes est le processus par lequel les
protéines acquierent leur structure tertiaire fonctionnelle mature. Les chaperonnes eucaryotes
forment une classe majeure de protéines comprenant les protéines de choc thermiques (HSP)
telles que HSP10, HSP20, HSP70, HSP90 ou encore HSPAS. Ces HSP sont des cibles de
I’acétylation réversibles"188,

HSP90 intervient dans le repliement de nombreuses protéines de signalisation. En tant que cible

d’HDAC6, HSP90 est hyperacétylée lorsqu’il se produit une invalidation genique ou
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pharmacologique d’HDAC6. Cette hyperacétylation d’HSP90 induite par 1’inactivation
d’HDACS se traduit notamment par la perte de I’interaction entre HSP90 et p23, 1’'une de ses
co-chaperonnes essentielles, ce qui entraine la perte de l'activité chaperonne d’HSP90. Cela
induit en conséquence un blocage de la maturation du récepteur des glucocorticoides, substrat
d'HSP90’.

Par ailleurs, des études in vitro montrent qu’une association entre des inhibiteurs d’HSP90 et
d’HDACS6 exerce une activité anti-tumorale synergique, en empéchant la prolifération de

cellules leucémiques exprimant des kinases oncogénes tels que BCR-ABL 8919,

1.5.4. Régulation de 'apoptose

Plusieurs études ont montré qu’HDAC6 est impliquée dans la régulation de la voie
phosphatidylinositol-3-kinase/protéine kinase B (PI3K/AKT) et celle des protéines kinases
activées par des agents mitogenes (MAPK ou Mitogen-activated protein kinases) comprenant
le signal ERK et la voie p38 qui jouent des réles clés dans l'invasion et la métastase des cellules

cancéreuses ainsi que dans la prolifération, la différenciation et la survie des cellules!®1%?,

Selon les travaux de Ryu et al.'®2, I’invalidation d’HDACG6 provoque I’apoptose des cellules
cancéreuses par deux voies : elle les détourne des voies anti-apoptotiques par I’induction de la
déphosphorylation d’AKT et d’ERK d’une part, et favorise ’activation des voies pro-
apoptotiques des cellules cancéreuses en augmentant la phosphorylation de p38 d’autre part.
L'apoptose induite par A452, un inhibiteur pharmacologique d’HDAC6 est notamment signalée
par l'activation de la caspase 3 et de la PARP, I’augmentation des molécules pro-apoptotiques
BAK et BAX, ainsi que la diminution de la molécule antiapoptotigue BCL-xL. De plus,
I’inhibition sélective d’HDAC6 se traduit par une suppression de la capacité migratoire et
invasive de divers types de cellules cancéreuses, ainsi que I’induction de dommages a I'ADN
comme le montre l'augmentation de yH2AX et I'activation de la kinase de controle CHK21%?,
Ces résultats sont en accord avec d’autres études qui montrent qu’une invalidation
pharmacologique ou une diminution de I’expression d’HDACG6 est associée a une diminution
de la forme acétylée de Ku70, un composant clé de la réparation de I’ADN médiée par la voie
NHEJ'® et substrat cible de activité désacétylase d’HDAC62. Ku70 est localisée dans le
cytoplasme et est associée dans des complexes avec c-FLIP ou BAX, deux protéines impliquées
dans la régulation de 1’apoptose!®.

La liaison entre Ku70 et c-FLIP ou BAX dépend du statut d'acétylation de Ku70. Lorsque Ku70
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est acétylée, BAX protéine pro-apoptotique de la famille BCL2, est libérée de Ku70, ce qui
provoque son activation et le déclenchement de 1’apoptose'?2.

A P’inverse, c-FLIP, une protéine anti-apoptotique qui bloque I’activation de I’apoptose médiée
par les récepteurs de mort!® est dégradée lorsqu’elle est dissociée de Ku70 acétylée'®.
Par ailleurs, une répression ou une invalidation pharmacologique d'HDAC6 conduit a une
hyperacétylation d'HSP90""1%, |'hyperacétylation d'HSP90 est associée a une augmentation de
la dégradation d’AKT qui diminue les niveaux de MCL-1, protéine impliquée dans la
séquestration de BAK. La diminution de MCL-1 favorise l'activation de BAK et le
déclenchement de son action apoptotique®®*.

[.6. Les inhibiteurs des HDAC dans le traitement du cancer

Plusieurs études associent une expression anormale des HDAC classiques (classe I, 11, 1V) a
différentes formes de tumeurs malignes, y compris les tumeurs solides et hématologiques*®®.
Dans la plupart des cas, un niveau élevé d'HDAC est associé a une progression de la maladie et
a de mauvais résultats chez les patients. Par exemple, une expression élevée d’HDACI ou
d’HDACS3 est corrélée a un mauvais pronostic chez les patients atteints d'adénocarcinome
pulmonaire’®’. Dans des cas de lymphome diffus a grandes cellules B, la surexpression
d’HDACI est corrélée avec une faible survie!®. Les HDAC jouent un role essentiel dans la
formation des tumeurs en intervenant notamment dans la désacétylation des protéines histones
et non histones, qui sont impliquées dans la régulation du cycle cellulaire, de I'apoptose, de la
réponse aux dommages a I'ADN, des métastases, de I'angiogenese, de l'autophagie et d'autres
processus cellulaires®®. Aussi, les inhibiteurs des HDAC (HDACI) représentent une classe
thérapeutique prometteuse pour le traitement du cancer et de nombreuses molécules de
structures trés diverses ont été synthétisées, tels que des dérivés de I'acide hydroxamique, des
benzamides, des carboxylates, des peptides cycliques et des cétones électrophiles’®1%9:200,
Actuellement, plusieurs HDACI sont évalués au cours d'essais cliniques dans le traitement de
diverses formes de cancers. Leur efficacité a notamment été rapportée chez des patients atteints
de myélome multiple en rechute/réfractaire ou de cancer du sein?%2%2, Cependant, les HDACI
tels que le panobinostat ou le vorinostat sont parfois associés, en raison de leur large spectre
d’action, a la survenue d’effets secondaires sérieux et/ou graves comme la myélosuppression,
la diarrhée ou la cardiotoxicité?®®, Compte tenu de la variabilité en termes de distribution
tissulaire, de localisation cellulaire entre les différentes enzymes de la famille des HDAC et de
la spécificité de relation qui unit les différentes formes de cancers avec chacune des HDAC, les
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chercheurs ont alors émis 1'hypothése que 1’amélioration de la sélectivité d’action des HDACI
permettrait d’obtenir une meilleure marge thérapeutique ainsi que de réduire leurs effets
indésirables (E1)203-2%,

Dans ce contexte, HDACG représente une cible intéressante parmi les HDAC pour le traitement
du cancer. En effet, cette enzyme est capable d’intervenir dans divers processus cellulaires telles
que la clairance des protéines mal repli¢es, la régulation de I’apoptose ou I’autophagie par des
mécanismes indépendants et dépendants de son activité désacétylase, comme il a été décrit
précédemment. En raison de ces fonctions, plusieurs inhibiteurs sélectifs d’HDAC6 (HDAC61)
ont ainsi été développés tels que le ricolinostat (ACY-1215) ou le citarinostat (ACY-241).
Les HDACGi ont dernierement fait I'objet de nombreuses études précliniques et cliniques en
monothérapie ou en association avec d’autres agents anti-cancéreux pour le traitement de
diverses formes de pathologies tumorales, hématologiques et solides?07-217:217-224,

En plus de leur activité antitumorale intrinseque, les HDACG6i en combinaison avec d’autres
molécules ont ainsi montré des intéréts thérapeutiques variés in vitro et in vivo. Ces inhibiteurs
permettent de surmonter la résistance aux inhibiteurs du protéasome dans les cellules de MM,
en perturbant ’activation de la voie alternative de I’agrésome-autophagie?'4. 1ls peuvent étre
utilisés a la place des pan-inhibiteurs des HDAC en combinaison avec les IMiD dans le but de
favoriser 1’effet cytotoxique de ces derniéres molécules sans interférer sur leur mécanisme
fondé sur 1’action du cereblon?'®. Ils contribuent aussi a améliorer I’immunothérapie basée sur
les inhibiteurs de points de contréle. Les propriétés immunomodulatrices des HDACGi sont
ainsi exploitées afin d’augmenter I’immunogénicité dirigée contre les cellules tumorales,
notamment par le renforcement de la réponse T, et de diminuer 1’activation des voies
immunosuppressives?!®21®, De  plus, les HDACG6i sensibilisent les tumeurs
immunologiquement « froides » en facilitant ’infiltration des lymphocytes CD8+ et NK et en
diminuant la quantité de macrophages M2 pro-tumorigénes au sein du micro-environnement
tumoral®®®. Par ailleurs, les HDACGi possédent un effet potentiellement neuroprotecteur, qui
trouve un intérét dans la prevention de la survenue de la neuropathie périphérique induite par
des molécules chimiothérapeutiques connues pour leur neurotoxicité telles que la cisplatine, la
vincristine, ou les taxanes?20:22,

En utilisation seule dans le traitement anticancéreux, les études cliniques ne rapportent pas
d’efficacité clinique suffisante des HDACGi, la meilleure réponse étant notamment une
stabilisation de la maladie qui a été observée chez des patients atteints de MM en rechute ou en
rechute et réfractaire au bortézomib?%%?22, (C’est en association avec d’autres molécules

chimiothérapeutiques que les HDAC®6i affichent des résultats favorables en termes d’efficacité
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et de tolérance dans différentes pathologies tumorales hématologiques ou solides?0’-213:222-225,
Par exemple, dans une étude de phase 112°7 visant a évaluer 1’efficacité du ricolinostat en
association avec bortézomib/dexaméthasone chez des patients atteints de MM récidivant ou
récidivant et réfractaire, le taux de réponse global (ORR) du traitement combiné avec le
ricolinostat était de 37 %. Chez les patients réfractaires au bortézomib, il était de 14 %. La
trithérapie a été bien tolérée, avec des effets toxiques hématologiques, gastro-intestinaux et
constitutionnels modérés. Les HDACGI représentent potentiellement une alternative
thérapeutique plus sdre et mieux tolérée en comparaison avec les pan-inhibiteurs d’HDAC
caractérisés par une moindre sélectivité. 1l est a noter toutefois que les HDACG6i sont associés
a la survenue d’effets secondaires indésirables non négligeables et notamment a des troubles

hématologiques (anémie, thrombopénie, neutropénie)??7-213:226,

Il. Déroulement de I"érythropoiese

Il.1. Généralités

L'érythropoiese est le processus par lequel les globules rouges (GR), aussi appelés érythrocytes,
sont produits. Chez les mammiferes, il existe trois vagues de développement érythropoiétique.
La premiére vague correspond a I'émergence dans les Tlots sanguins du sac vitellin des
érythroblastes primitifs, qui expriment les globines embryonnaires. Au cours de la deuxiéeme
vague, un progéniteur érythro-myéloide émerge du sac vitellin et migre vers le foie feetal,
produisant des érythroblastes définitifs qui expriment principalement les globines adultes de la
souris. Dans la troisieme vague, la cellule souche hématopoiétique (CSH) émerge a partir de la
région aorte-gonade-mésonéphros (AGM). Sa présence est également signalée dans les
principaux vaisseaux sanguins et le placenta. La CSH migre ensuite vers le foie du feetus et
finalement vers la moelle osseuse adulte (MO), produisant des érythroblastes définitifs?2’-22°,
Par ailleurs, la production d'hémoglobine (HB) au cours du développement chez I'homme est
codée par les clusters multigéniques de type o et p2%°. L'érythropoigse primitive, dérivée du sac
vitellin, est caractérisée par I'expression de la globine C (issue du locus de la globine o) et de la
globine & (issue du locus de la globine B). A ~8 semaines de gestation, I'expression de ces
derniéres est réprimée et il se produit une commutation rapide vers l'expression de la globine a.
La globine a représente alors la totalité de la production transcriptionnelle du locus globine o.

Au niveau du locus de la globine B, une premiére commutation vers une globine feetale (globine
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v) intervient pendant la vie feetale, puis une seconde se produit vers la globine B adulte??®

(Figure 10).
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Figure 10. Commutation Hb au niveau des loci a- et f-globine humains.

Les globines embryonnaires sont représentées en vert, les globines feetales en bleu et les globines adultes
en rouge. Le type prédominant d'Hb correspondant a chaque stade de développement est indiqué
(D’apreés King et al., 2018)?%8,

Dans ce travail, nous décrivons principalement la forme définitive de I’érythropoiése qui se
produit chez 1’adulte. Ce processus peut €tre divisé en 3 étapes : 1’érythropoiese précoce, la
différenciation érythroide terminale et la maturation des réticulocytes. L’érythropoiese précoce
démarre a partir des CSH multipotentes présentes au sein de la moelle osseuse, qui proliférent
et se différencient en progéniteurs érythroides engagés BFU-E (burst forming unit- erythroid)
puis CFU-E (colony forming unit - erythroid) avant de devenir des proérythroblastes. Au cours
de la différenciation érythroide terminale, les proérythroblastes subissent entre quatre et cing
divisions mitotiques et se transforment successivement en érythroblastes basophiles,
polychromatophiles puis acidophiles (ou orthochromatiques) avant d’énucléer pour aboutir au
stade des réticulocytes. En fin de différenciation, les réticulocytes rétrécissent et acquiérent une

forme discoide devenant ainsi des GR matures aussi appelés érythrocytes?®(Figure 11).
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Figure 11. Etapes de la différenciation érythroide.

II.2. Erythropoiése précoce : cellules souches hématopoiétiques et progéniteurs

érythroides

[1.2.1. Les cellules souches hématopoiétiques

Les CSH sont des cellules rares qui sont capables de se maintenir tout au long de la vie par un
processus d’auto-renouvellement. Ces cellules immatures se caractérisent également par leur
pluripotentialité, c'est-a-dire leur capacité a générer des cellules progénitrices hématopoiétiques
qui se différencient en chacun des types de cellule sanguines matures et fonctionnelles selon
une hiérarchie bien définie?*2. L’ensemble des mécanismes qui conduisent a la formation d’un
systeme hématopoiétique complet a partir de la CSH est appelé hématopoiese. Chez I’homme,
I'nématopoiese définitive débute dans I'embryon a partir de la premiére CSH identifiable qui
apparait dans la région aorto-gonado-mesonéphros environ au 28°™ jour du développement
embryonnaire??823, Par la suite, I'hématopoiése se déplace vers le foie foetal, puis vers la moelle
osseuse, ol les CSH résideront durant tout le reste de la vie de I'organisme2342%,

Selon le modele classique de I'hnématopoiése, les différents types de cellules sanguines, dérivent
selon un ordre spécifique de différenciation, des cellules souches multipotentes dont le potentiel
de différenciation se restreint progressivement, en donnant naissance a des progéniteurs

multipotents, qui deviennent par la suite oligopotents puis unipotents. Cependant, cette relation
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hiérarchique reste débattue. Récemment, des études conduites chez la souris et chez I'hnomme
ont montré une plus grande plasticité dans la destinée cellulaire?*®23’. L’équipe de Notta et al.
propose notamment un mode¢le dans lequel la moelle osseuse chez ’homme adulte ne comporte
pas de progéniteurs oligopotents intermédiaires, mais une hiérarchie compartimentée en deux
niveaux : le premier niveau correspondant aux cellules souches multipotentes telles que les
CSH et les progéniteurs multipotents CFU-GEMM (Colony forming unit — granulocyte,
erythrocyte, monocyte, megakaryocyte), et le deuxiéme niveau qui comprend les progéniteurs
unipotents engagés. En revanche, les progéniteurs oligopotents restent conservés dans

I’hématopoiése foetale?®’ (Figure 12).
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Figure 12. Modg¢le redéfini de I’hématopoi¢se humaine.

Au cours du développement, il se produit un changement dans la compartimentation des cellules
progénitrices se traduisant par le passage a une hiérarchisation en deux niveaux chez I’adulte. Le modéle
standard est présenté a titre de comparaison (D’aprés Notta et al. 2016%%).

La plupart des CSH sont maintenues a I'état quiescent et ne s'activent qu'en presence de stimuli

externes de différenciation?®®, Cet état de dormance contribuerait a la préservation a long terme
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des CSH, principalement en réduisant la réplication et I'activité métabolique®®. La régulation
fine des processus de dormance et de réveil des CSH est essentielle au bon fonctionnement de
I'nématopoiese. En effet, des CSH dormantes non réactives conduiraient a une insuffisance
hématopoiétique due a un déficit de formation de cellules sanguines différenciées. D’autre part,
des CSH tres actives conduiraient a I'épuisement de la population et au défaut de maintien a
long terme du systéme hématopoiétique4°24L,

Par ailleurs, les CSH sont capables de migrer rapidement dans le sang périphérique vers la
cavité médullaire, ce qui permet de favoriser le rétablissement d’une hématopoiese productive

au niveau des zones médullaires 1ésées®*?.

La cytométrie en flux couplée a l'analyse des marqueurs antigéniques de surface permet
d'identifier les populations de cellules souches/progeénitrices hématopoiétiques (CSPH). Les
CSH et les progéniteurs les plus précoces sont notamment caractérisés par 1’absence
d'expression d'antigénes de cellules matures ainsi que par I'expression d'antigénes tels que cKit,
le récepteur cellulaire de la cytokine SCF (Stem cell factor) ou encore la glycoprotéine
transmembranaire CD34 (Cluster of differentiation 34). CD34 est principalement considérée
comme un marqueur des CSPH. Cependant, elle est aussi exprimée a la surface d'autres types
de cellules non hématopoiétiques, notamment les progéniteurs endothéliaux vasculaires ou les
fibroblastes embryonnaires. La plupart des greffes de CSPH sont réalisees pour des
hémopathies malignes comme le myélome multiple ou le lymphome, bien que la transplantation
puisse aussi étre recommandée pour traiter diverses affections non malignes telles que I'anémie
aplastique sévere, les syndromes héréditaires d'insuffisance de la moelle osseuse ou encore la
drépanocytose®®3. En pratique clinique, I’antigéne CD34 est utilisé comme un marqueur sélectif

de tri cellulaire qui permet d'enrichir la population de CSPH au sein du greffon?32:244-246,

[1.2.2. Les progéniteurs érythroides

Les progéniteurs unipotents engagés dans la voie érythroide déerivent des CSH multipotentes.
Au cours de leur maturation, ils se multiplient tandis que leur taille diminue a mesure qu'ils
passent par une série de stades différents de différenciation marqués par des changements
graduels de leurs propriétés. Ces cellules sont peu fréquentes dans la moelle (environ 0,3 % des
cellules mononucléées) et difficiles a isoler. C’est pourquoi leur existence et leurs
caractéristiques ont été définies a partir de tests de clonogenicité qui evaluent leur capacité a

générer in vitro une descendance hémoglobinisée dans des cultures clonales érythroides.
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Le premier type de progéniteur érythroide engagé ainsi identifié est la cellule BFU-E (Burst
Forming Unit - Erythroid), qui porte ce nom en raison des colonies souvent multicentriques
caractéristiques (d’ou le terme de burst = éclatement) qu’il forme en milieu semi-solide. Ces
colonies apparaissent dans les cultures de methylcellulose apres 5 a 8 jours chez la souris ou 10
a 14 jours chez I'hnomme. Les grandes colonies formées peuvent contenir jusqu'a plusieurs
milliers de cellules hémoglobinisées?*’. Aussi, la moelle osseuse compte environ 40 & 120 BFU-
E pour 10° cellules?®,

Les BFU-E les plus précoces possédent des propriétés physiques et fonctionnelles communes
aux cellules souches pluripotentes et aux autres cellules progénitrices engagées dans des lignées
non érythroides. Aussi, elles présentent un potentiel prolifératif élevé et leur croissance dépend
de plusieurs facteurs, dont les plus importants sont le facteur de croissance des cellules souches
(SCF), la thrombopoiétine (TPO), l'interleukine 3 (IL3), I'IL11 et le FLT3-ligand?*. Ce sont
des cellules mobiles que I'on retrouve dans le sang périphérique. Comme pour les CSH, leur
capacité a circuler représente une fonction physiologique majeure car elle permet de redistribuer
les cellules de la moelle osseuse en cas de lésions locales au sein du microenvironnement
médullaire®*®,

Ces progéniteurs précoces donnent ensuite naissance apres différenciation aux CFU-E (Colony
Forming Unit - Erythroid), qui forment de petites colonies de 16 a 125 cellules. Ces derniéres
apparaissent apres 2 a 3 jours chez la souris ou 5 a 8 jours chez I’homme dans une culture en
méthylcellulose. Les CFU-E sont cing a huit fois plus abondantes que les BFU-E dans la moelle
osseuse?*®. Les formes les plus tardives de CFU-E présentent davantage de similitudes avec les
précurseurs érythroides qui en dérivent et peu de points communs avec les BFU-E primitives.
Elles disposent notamment d’un potentiel prolifératif limité et ne sont pas capables d’auto-

renouvellement. De plus, leur croissance est extrémement sensible a 1’érythropoiétine (EPO).

II.3. Différenciation érythroide terminale

[1.3.1. Les précurseurs érythroides

Les précurseurs érythroides sont issus de la différenciation a partir des CFU-E. La premiére
cellule érythroide identifiable morphologiquement est le proérythroblaste. Au cours de la
différenciation érythroide terminale, le proérythroblaste subit quatre ou cing divisions
mitotiques et une série de modifications morphologiques avant de donner naissance a des

cellules érythroides matures. Sa descendance comprend les érythroblastes basophiles (Baso-E),
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qui sont les premiéres cellules filles, suivies des érythroblastes polychromatophiles (Poly-E)
puis orthochromatiques (Ortho-E). La maturation des précurseurs érythroides est caractérisée
par une expansion progressive (1) des érythroblastes a travers un nombre limité de divisions
cellulaires symétriques, (2) une accumulation d'hémoglobine, (3) une diminution de la taille des
cellules, (4) une pyknose nucléaire et (5) une diminution du contenu en ARN?,

Les critéeres morphologiques permettant de distinguer ces cellules reposent principalement sur
la condensation nucléaire progressive associée a des modifications de la coloration
cytoplasmique, qui refletent la concentration intracellulaire en hémoglobine et le contenu en
ARN. Plus précisément, l'accumulation graduelle de protéines spécifiques aux cellules
érythroides telles que I'némoglobine s’accompagne de I’atténuation progressive de la basophilie

cytoplasmique liée a I’ ARN248:250,

[1.3.2. Réle des modifications post-traductionnelles des histones dans la condensation nucléaire
Au cours de la différenciation des érythroblastes de mammifeéres, la chromatine se condense
progressivement du stade proérythroblastique jusqu’au stade acidophile tandis que la
concentration en hémoglobine augmente. Ce processus est nécessaire a I'extrusion des noyaux
pyknotiques des réticulocytes naissants. Du proérythroblaste a I'érythroblaste
orthochromatique, le volume du noyau diminue jusqu’a atteindre 1/10e de son volume d'origine
avec une chromatine hautement condensée?s-2%,

La condensation de la chromatine implique des modifications post-traductionnelles s’effectuant
au niveau des résidus des queues des histones?®*. Parmi celles-ci, figurent notamment la
désacétylation des histones qui est contr6lée par la régulation positive des histones
désacétylases HDAC2 et HDACS5 ainsi que par la régulation négative des histones
acétyltransférases (HAT) telles que GCN5, ELP3, HAT1 et TIP60%>>2%,

Dans des érythroblastes de foie feetal de souris cultivés in vitro, il a été montré que le facteur
de transcription MYC a un effet dose-dépendant sur la différenciation érythroide terminale et
joue un réle important dans la régulation de I'énucléation. Sa diminution progressive est
essentielle a la maturation érythroide terminale. En effet, I’expression ectopique de MYC a des
niveaux physiologiques entraine un blocage spécifique de I’énucléation sans affecter la
maturation érythroide terminale. En particulier, I'expression continue de MYC perturbe la
désacétylation de plusieurs résidus lysine dans les histones H3 et H4 qui sont habituellement
désacétylées pendant la maturation érythroide et c’est notamment par I’intermédiaire de la

régulation positive de GCNS5 que MYC intervient dans 1’inhibition de la condensation nucléaire
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et de I’énucléation. En revanche, la surexpression de MYC a des niveaux supra-physiologiques
favorise la prolifération des érythroblastes précoces au détriment de la différenciation et
provoque une réponse apoptotique®®®.

Par ailleurs, miR-191, un microARN exprimé par les cellules érythroides est capable de bloguer
la condensation chromatinienne et I’énucléation par la répression de ses genes cibles MX1 et
RIOK3, tous deux nécessaires au deroulement de ces processus. Il a été suggéré que la
régulation positive de MXI1 et de RIOK3 pendant la différenciation érythroide terminale soit
nécessaire a la modulation négative de l'activitt de MYC, a la régulation négative de

I'expression de GCNS, et aux processus de condensation chromatinienne et d’énucléation qui

en découlent®’ (Figure 13).
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Figure 13. Condensation nucléaire et énucléation au cours de la maturation érythroide terminale.

Au cours de la différenciation des érythroblastes de mammiféres, la chromatine se condense
progressivement. Ce processus implique la désacétylation des histones qui est contrdlée par la régulation
positive des histones désacétylases (HDAC) et la régulation négative des histones acétyltransférases
(GCNB5). GCNS est directement régulé par MYC, dont le niveau diminue progressivement au cours de
I'érythropoiese. miR-191 régule négativement MYC et GCNS par I’intermédiaire de la répression de
ses geénes cibles MXI1 et RIOK3. Par la suite, la condensation de la chromatine pourrait activer la voie
Rac-GTPases-mDia2, qui est nécessaire a la formation de 1’anneau contractile d’actine (CAR ou
contractile actin ring) et a I’énucléation (D’aprés Ji et al. 2011%1),
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Le processus de condensation nucléaire est, en outre, associé au statut de méthylation de I’ADN.
A I’échelle du génome, les analyses du méthylome montrent une déméthylation progressive et
globale de I'ADN tout au long de I'érythropoiése murine et humaine?*®2%°, Chez ’homme, ce
sont les genes, les séquences intergéniques et les régions flanquant les ilots CpG qui sont
préférentiellement déméthylés?®®. Cependant, plusieurs études ont montré que la méthylation
de quelques résidus lysine spécifiques situés au niveau des queues des histones est impliquée
dans la condensation nucléaire. C’est le cas par exemple du résidu lysine situé en position 20
de I'histone H4 (H4K20) sur lequel un groupement méthyl peut étre ajouté par SETD8, une
méthyltransférase fortement exprimée par les érythroblastes. Dans un modéle murin, la délétion
de SETD8 entraine une létalité embryonnaire associée a une anémie sévére. Ces effets sont
accompagnés d’une altération de la condensation chromatinienne et de I'accumulation
d'hétérochromatine, au sein des érythroblastes déficients en SETD8?,

La monométhylase Suv4-20h2, qui convertit la forme bi-méthylée du résidu lysine situé en
position 20 de I'histone H4 (H4K20me2) en forme tri-méthylée (H4K20me3), pourrait
également étre impliquée dans la condensation nucléaire qui survient au cours de la maturation
érythroide. Une étude de Heldin et al. a en effet montré que son knockdown au sein de
fibroblastes humains entraine une augmentation de la fraction de cellules en phase S, un défaut
de sortie du cycle cellulaire ainsi qu’une diminution de la compaction de la chromatine. Aussi,
d’autres études sont nécessaires afin de vérifier son role potentiel dans la maturation
érythroide?s?.

Par ailleurs, les travaux de Feng et al montrent dans un modéle murin que la méthylation de
H3K79 est nécessaire a 1’ érythropoiése embryonnaire. DOT1L (Disruptor of telomere silencing
1-like) est une histone méthyltransférase qui méthyle spécifiqguement I'histone H3 au niveau du
résidu lysine 79 (H3K79). Chez les souris déficientes en DOTLL, une létalité embryonnaire
associee a une anémie sévere survient a la mi-gestation, bien que 1’étude ne confirme pas un

lien direct entre I’anémie due a déficit de DOT1L et le processus de condensation nucléaire?®?,

I1.3.3. Export et dégradation des protéines nucléaires

Lorsque le noyau n'est plus nécessaire a la survie et a la fonction des érythroblastes tardifs, il
se produit une migration vers le cytoplasme de nombreuses protéines nucléaires liées a I’ADN,
telles que les histones H2A et H3.

L’exportine nucléaire 7 (XPO7), spécifique a la lignée érythroide, joue un ro6le dans

I’élimination de ces protéines nucléaires. Une répression génique d’XPO7 au sein des
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érythroblastes primaires de foie feetal de souris entraine une inhibition sévére de la condensation
de la chromatine et de 1’énucléation, ainsi que la persistance des histones dans les noyaux2%,
Le facteur 1 de type Kruppel (KLF1 ou EKLF pour Erythroid Krippel-like factor) est un facteur
de transcription essentiel au développement érythroide, comme le démontre la mort de souris
déficientes en KLF1 vers E14 en raison d'un déficit en érythrocytes fonctionnels?®*. Chez
I’homme, le variant KLF1 Nan, une substitution d'un seul acide aminé (p.E339D) dans le
domaine de liaison a I'ADN, provoque des défauts dans la maturation érythroide®®. Le
séquencage de I'ARN montre que le gene XPO7 est regulé négativement dans les cellules
hépatiques de feetus de souris de KLF1 Nan, ce qui contribue potentiellement a I'augmentation
de la taille des noyaux. Ainsi, le facteur de transcription KLF1 pourrait étre impliqué dans la

condensation nucléaire par I'intermédiaire de la régulation de 1’expression de 1’exportine

XPO7%%,

Par ailleurs, des études récentes ont montré que la protéase a cystéine caspase 3 est capable de
créer une ouverture nucléaire dans les érythroblastes de souris, voire plusieurs chez I’homme
qui permet 1’évacuation des histones vers le cytoplasme par un processus indépendant de
I’action de XPO7%72%8 Ce processus ne semble pas se dérouler de fagon passive, étant donné
que toutes les histones majeures ne sont pas libérées et que des protéines nucléaires non-
histones subsistent dans le noyau, malgré la présence d’une ouverture nucléaire. Aussi, il est
possible que les histones qui s'agrégent autour de I'ouverture nucléaire jouent un réle protecteur
en la scellant de maniére a bloquer la libération d'autres protéines nucléaires®®’. Il est a noter
que la caspase-3 est connue pour intervenir dans la maturation des progéniteurs érythroides
humains. Des études antérieures montrent en effet que cette protéase est activée de maniere
transitoire par la voie mitochondriale au cours de la différenciation des érythroblastes et clive
des protéines impliquées dans l'intégrité du noyau (lamine B) et la condensation de la
chromatine (acinus)®°. Bien que la caspase 3 soit également mobilisée dans le processus
d’apoptose, son activation au cours de I'érythropoicse normale n’induit pas ’apoptose ou le
clivage de GATAL, facteur de transcription majeur de la différenciation érythroide?°27, 1l a
été démontré que la protéine chaperonne HSP70 est capable de protéger GATAL de la
protéolyse médiée par la caspase-3 grace a son domaine de liaison aux peptides, et donc de
prévenir I’induction de I’apoptose dans les précurseurs érythroides en cours de différenciation

terminale?’2.

WDR26 (WD repeat-containing protein 26) est une autre protéine impliquée dans la
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dégradation des protéines nucléaires ainsi que dans la condensation nucléaire dans les
érythroblastes en cours de différenciation. Elle intervient par deux mécanismes. Tout d’abord,
WDR26 fonctionne comme une sous-unité centrale du complexe ubiquitine ligase GID qui
entraine la polyubiquitination de la lamine B et de I’histone H2A, processus ayant pour effet de
conduire a la dégradation de ces protéines nucléaires par le systéme ubiquitine-protéasome.
Ensuite, WDR26 contrble la formation de Il'ouverture nucléaire transitoire mediée par la
protéolyse de la lamine B. L'ouverture nucléaire permet la libération rapide des histones
principales et d'autres protéines nucléaires vers le cytosol ou se produit leur dégradation. La
dégradation de la lamine B étant nécessaire a la formation de Il'ouverture nucléaire, une
accumulation de lamine B dans les érythroblastes déficients en WDR26 entraine une altération
de la formation de I'ouverture nucléaire et de la condensation nucléaire dans des érythroblastes
murins en cours de différenciation?®”% (Figure 14).

Ensemble, ces études permettent de montrer I’importance du réle de la libération des histones

dans le cytosol au cours de la condensation nucléaire des cellules érythroides en maturation.
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Figure 14. Role de WDR26 dans la condensation nucléaire et I’énucléation dans les érythroblastes en
cours de maturation.

WDR26 induit la dégradation des protéines nucléaires et la formation transitoire d’une ouverture
nucléaire permettant I'export et la clairance rapide des protéines nucléaires, ce qui favorise la
condensation nucléaire puis I’énucléation (D’aprés Zhen et al., 2020%3).
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11.3.4. Enucléation

Chez les mammiferes, la derniere étape de maturation des précurseurs érythroides est
I'énucléation. Ce processus aboutit & la formation de deux types de cellules filles & partir des
érythroblastes orthochromatiques : les réticulocytes et les pyrénocytes®3!.

Les réticulocytes formés possedent la majeure partie du cytoplasme et de I'hnémoglobine, ainsi
que les protéines nécessaires a la formation d’un réseau cytosquelettique® 27",
Leur concentration en hémoglobine est maximale aprés leur entrée dans le sang périphérique?™®.
Les pyrénocytes contiennent le noyau condens¢ entouré d’une fine couche de cytoplasme et

219 Peu aprés leur formation, les pyrénocytes sont rapidement

d'une bicouche lipidique
phagocytés par les macrophages de 1’ilot érythroblastique qui reconnaissent a leur surface un

signal « mangez-moi » tel que la phosphatidylsérine?®°.

L'énucléation est un processus complexe se déroulant en plusieurs étapes. Il nécessite
notamment I'établissement de la polarité cellulaire par les microtubules, processus par lequel le
noyau hautement condensé migre vers un bord de la cellule, suivi de la formation d'un anneau
contractile d'actomyosine (CAR) au niveau du sillon de clivage et de la coalescence des radeaux

lipidiques entre le réticulocyte naissant et le pyrénocyte?8-283,

Avant la polarisation cellulaire, les réseaux de microtubules s’organisent en une structure
radialement symétrique en forme de cage qui entoure le noyau. Lors de la polarisation, les
microtubules forment un réseau asymétrique qui rayonne vers le cortex cellulaire a partir d'une
zone étroite située entre le noyau et la membrane plasmique, tandis que le noyau se déplace
dans la direction opposée. L'inhibition de la polymérisation de la tubuline par la colchicine a
pour effet d'abolir la polarisation cellulaire, le noyau restant localisé au centre de la cellule?,
Selon Wang et al., la PI3K jouerait un role dans 1’énucléation médiée par la polarisation
cellulaire. PI3K serait ainsi capable de s’activer localement a la suite de la réorganisation du
cytosquelette microtubulaire depuis un réseau radial vers un réseau asymétrique.
L’accumulation asymétrique des produits phosphorylés de PI3K au niveau de la partie
cytoplasmique de la membrane stimulerait ensuite leurs effecteurs tels que ’actinine a, la
profiline ou la gelsoline, ce qui aurait pour effet de favoriser les processus asymétriques
d’assemblage et de désassemblage de l'actine. En conséquence, la pression générée par les
contractions de I'actomyosine cytoplasmique deplacerait le noyau viscoélastique vers le bord

de la cellule et provoquerait son extrusion®® (Figure 15).
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La dynéine est une protéine motrice reliée aux microtubules qui est impliquée dans le transport
unidirectionnel de vésicules depuis la membrane vers le centrosome (extrémité positive des
microtubules)?428, Sa fonction de transport vésiculaire est impliquée dans le déplacement du
noyau et son extrusion, bien que la nature de ce qui est transporté via le réseau de microtubules
ne soit pas connue. Sous inhibition de la dynéine, la polarisation cellulaire, la prolifération des

CFU-E ainsi que 1’énucléation sont bloquées®®,
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Figure 15. Modele proposé pour la régulation de I'énucléation des érythroblastes médiée par PI3K.
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La réorganisation du cytosquelette microtubulaire depuis un réseau radial vers un réseau asymétrique
entraine une activation localisée de PI3K. Ce processus a pour effet de favoriser I'assemblage
asymétrique de I'actine. L'énucléation est ensuite déclenchée et maintenue par une pression générée par
les contractions de l'actomyosine cytoplasmique (grande fléche). Cette pression est probablement
complétée par les contractions de I'actomyosine concentrée au niveau du sillon de clivage (petites
fleches) (D’aprés Wang et al., 20122%),

Sous le controle des GTPases Rac, I’actine s'assemble avec la myosine de maniére a former un
anneau contractile d'actomyosine (CAR) dans le sillon de clivage entre le pyrénocyte et le
réticulocyte naissant. La chaine légére régulatrice de la myosine (CLRM) est ensuite
phosphorylée, ce qui permet au complexe d'actomyosine de se contracter puis d’induire
I’extrusion nucléaire. Par ailleurs, il a été postulé que les radeaux lipidiques, coordonnés par les
GTPases Rac qu'ils contiennent, se regroupent de fagon a positionner favorablement le CAR au
niveau du sillon de clivage et a orienter les vésicules sécrétoires vers la formation d'une nouvelle
membrane et I’extrusion nucléaire?®>?%’ (Figure 16).

Selon Ouled-Haddou et al., la glutathione peroxidase 4 (GPX4) joue un role dans la formation
de ces rafts lipidiques ainsi que dans la phosphorylation de la CLRM au sein des érythroblastes
orthochromatiques humains. Pendant I'énucléation, la GPX4 se localise dans les radeaux
lipidiques organisés au niveau des sillons de clivage entre les réticulocytes et les pyrénocytes.
Son inhibition perturbe le regroupement des radeaux lipidiques et la phosphorylation de la
CLRM et entrave fortement I'énucléation par un mécanisme indépendant de la ferroptose.
Cependant, I'addition de cholestérol permet d'augmenter la phosphorylation de la CLRM et de
rétablir partiellement I'énucléation malgré la suppression de la GPX42%,
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Figure 16. Modele illustrant le processus d'énucléation des érythroblastes.

Les microtubules contribuent a I'établissement de la polarité dans les érythroblastes orthochromatiques.
L'actine, sous le contrble des GTPases Rac, s'assemble avec la myosine pour former un anneau
d'actomyosine dans le "sillon de clivage" entre le noyau et le réticulocyte naissant. La phosphorylation
de la CLRM permet au complexe d'actomyosine de se contracter. Les radeaux lipidiques, coordonnés
par les GTPases Rac qu'ils contiennent, se regroupent au niveau du sillon de clivage, ce qui permet
probablement de positionner favorablement le CAR et de diriger les vésicules sécrétoires vers la

formation d'une nouvelle membrane et la séparation du noyau (D’aprés Konstantinidis et al., 2012%81),

Dans les érythroblastes de souris, mDia2, protéine effectrice de la famille des formines joue un
role important dans I'énucléation. Ce nucléateur d’actine favorise en effet la formation de
I'anneau contractile d'actomyosine (CAR). mDia2 est régulé par acétylation et désacétylation
au niveau du résidu lysine K970 situé dans le domaine d'homologie 2 de la formine. Sa
désacétylation par HDAC6 dans les érythroblastes de souris conduit notamment a son
activation, et subséquemment a la formation du CAR au niveau du sillon de clivage puis a
I’énucléation®. Toutefois, il est a noter que des érythroblastes déficients en mDia2 peuvent
conserver leur capacité d’énucléation, ce qui suggere que d’autres mécanismes sont impliqués
dans ce processus?®®.

Plus récemment, il a été démontré que CDC42 (Cell division control protein 42 homolog), petite
protéine G intracellulaire de la famille des Rho GTPases, est capable de reguler le systeme
dynéine-tubuline et le systéme actine-myosine dans les érythroblastes humains, ce qui lui
confere un réle essentiel dans la polarisation et la formation du CAR. Une inhibition
pharmacologique de CDC42 bloque la formation du CAR et perturbe la localisation et la

distribution normales de la dynéine®®:.
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I1.4. Les Tlots érythroblastiques

[1.4.1. Définition de I'flot érythroblastique
L’ilot érythroblastique (IEB) est une structure multicellulaire composée d'un macrophage

central entouré¢ d’une trentaine de cellules érythroides en cours de différenciation, qui constitue
I’unité fonctionnelle de 1’érythropoiése définitive?*®2%2-2%° Au sein de cette niche spécialisée,
se déroule la différenciation érythroide depuis les CFU-E jusqu’aux réticulocytes. Les IEB sont
situés dans les organes érythropoiétiques tels que la moelle osseuse post-natale, le foie ou la

rate du feetus, et ne sont pas observés dans le sac vitellin249:294:2%

[1.4.2. Interactions entres les cellules érythroides en cours de maturation et le macrophage
central au sein de I'llot érythroblastique

Au sein de I’[EB, les interactions entre les cellules érythroides et le macrophage central jouent
un role essentiel dans la régulation physiologique de la production de GR. Bien que la
prolifération et I’énucléation des érythroblastes puissent se dérouler in vitro en I'absence de
macrophages, ces processus restent relativement inefficaces en comparaison de ceux qui se
produisent au cours de 1’érythropoiése in vivo?®"2%,

Plusieurs molécules d'adhésion qui médient les interactions physiques entre les érythroblastes
ou entre les érythroblastes et les macrophages ont été décrites, notamment la protéine
macrophage-érythroblastes (EMP ou erythroblast macrophage protein), I'intégrine a4p1 et le
récepteur VCAM-1 ou encore le récepteur ICAM-4 (Figure 17). La protéine EMP a la fois
exprimée par les macrophages et les érythroblastes, médie 1’attachement a I’IEB. EMP est
nécessaire a la formation d’TEB ainsi qu'a la différenciation normale des lignées cellulaires
érythroides et macrophages in vivo. Bien que les mécanismes preécis restent a élucider, EMP est
impliquée dans I'expulsion du noyau érythroide et dans le développement des filopodes des
macrophages, probablement par l'intermédiaire de son association avec I'actine?®®3%, Le
récepteur VCAM-1 exprimé a la surface des macrophages centraux joue également un role
important dans la formation des IEB en interagissant avec I’intégrine VLA4 (a4f1) exprimee
par les érythroblastes. Dans un modele murin, 1’utilisation d’anticorps monoclonaux dirigés soit
contre VCAM-1, soit contre VLA4 perturbe le développement des IEB cultivés en présence
d'érythropoiétine®®. Quant a ICAM-4, il s’agit d’'un membre de la superfamille des
immunoglobulines exprimé par les érythroblastes qui interagit avec l'intégrine oV, ligand

exprimé par les macrophages. L'adhésion ICAM-4/aV est crucial a la formation des 1EB3%2,
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Figure 17. L'ilot érythroblastique.

Les érythroblastes en cours de maturation s'attachent a un macrophage central situé dans la moelle
osseuse par l'intermédiaire de EMP, a4f1 et ICAM-4. Le macrophage central assure la médiation de ces
interactions par le biais de EMP, VCAMI et aV respectivement.

La désoxyribonucléase 2-alpha (DNase ll-alpha) est une endonucléase connue pour étre
impliquée dans I'érythropoiese définitive. Elle est exprimée dans le macrophage central des Tlots
érythroblastiques (MCIEB), ou elle participe a la digestion des noyaux extrudés des
érythrocytes en développement®®, KLF1 (Krueppel-like factor 1), encore appelé EKLF
(Erythroid Krlppel-like factor), est un facteur de transcription clé des MCIEB, régule
positivement l'expression des molécules d’adhésion ICAM-4 et VCAML ainsi que de la DNase
Il1-alpha. Le déficit de KLF1 altere les interactions cellulaires et I'expulsion du noyau tout en
induisant I'expression de I'lFNpB qui diminue la production d'érythrocytes matures énucléés®%*,
La réduction de I’expression de la DNase II-alpha qui en résulte diminue la capacité du MCIEB
a digérer I'ADN des noyaux érythroides extrudés3®®3%,

Des travaux ont en outre suggéré que ’activation du transducteur de signal et activateur de
transcription 5 (STAT5) dépendante de I’EPO dans les macrophages exprimant I’EPOR
(Erythropoietin receptor) de la niche splénique favorise la transition des progeniteurs
érythroides de stress, depuis la prolifération vers la différenciation, par I’inhibition de la voie

de signalisation WNT dans des modéles murin et humain®’,
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Il a longtemps été postulé que les MCIEB favorisent le développement des érythroblastes en
leur fournissant des nutriments, comme le fer, et des cytokines, comme I'érythropoiétine. Une
étude récente du profil d’expression génique conduite sur des macrophages murins knock-in
EPOR-eGFPcre permet de corroborer ces fonctions potentielles associées au soutien de
I’érythropoi¢se. Parmi les molécules fortement exprimées par ces cellules, figurent notamment
les facteurs de croissance IGF1, IL-18 et VEGFB qui pourraient intervenir dans la prolifération
érythroide3®®. Ces macrophages sécrétent également de nombreuses protéines impliquées dans
le recyclage du fer : ce sont par exemple les molécules liées a la phagocytose telles que le
récepteur a phosphatidylsérine TIM43%®, la tyrosine kinase membranaire MERTK3%9310 |es
molécules liées au métabolisme de I'héme telles que SPIC et HMOX1, ou encore la ferroportine
et la transferrine. Leur production suggere que les MCIEB peuvent constituer une source de fer

nécessaire au processus d’érythropoiése se déroulant dans les IEB3%.

II.5. Maturation des réticulocytes

Les réticulocytes, cellules érythroides énucléées, migrent vers le sang périphérique ou ils
achévent leur maturation dans un environnement qui les soumettent a des contraintes de
cisaillement et des interactions capillaires/spléniques. Les réticulocytes sont des cellules plus
fragiles et moins déformables en comparaison avec les érythrocytes matures: elles se
fragmentent plus facilement sous I'effet d'une contrainte de cisaillement. La maturation
réticulocytaire convertit un réticulocyte multilobulé en un disque biconcave avec une meilleure
viscoélasticité®!!. 11 s’agit d’un processus complexe qui entraine une perte d'environ 20 % de la
surface de la membrane plasmique, une réduction du volume cellulaire, une association accrue
du cytosquelette a la membrane plasmique externe et la perte de tous les organites
cytoplasmiques résiduels, y compris des mitochondries et des ribosomes®'2313, | 'élimination
des organites se fait a la fois par autophagie et par exocytose3'“.

Trois événements majeurs meécaniquement liés sont nécessaires a la maturation des
réticulocytes circulants en GR matures : le contrdle du volume, le remodelage de la membrane
et la vésiculation®. Le volume cellulaire moyen d'un réticulocyte une fois libéré dans la
circulation est de 115 fL et diminue a 85 fL chez le GR mature, tandis que la concentration
cellulaire en hemoglobine (CCH) augmente de 27 a 33 g/dL. Le volume cellulaire et la CCH

restent remarquablement stables pendant la majeure partie de la durée de vie normale des
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érythrocytes®2®,

[1.5.1. Contrdle du volume cellulaire
La perte de volume des réticulocytes peut €tre attribuée d’une part, a la perte des membranes et

des protéines associées a la vésiculation et d’autre part, a I'action des transporteurs qui régulent
les concentrations intracellulaires ioniques et le déplacement d’eau, et donc le volume
cellulaire.

Parmi ces transporteurs, figure le cotransporteur de chlorure de potassium (KCC).
Physiologiquement, le KCC est le médiateur de la réduction du volume des réticulocytes qui
permet d’augmenter la concentration cytoplasmique des GR matures en hémoglobine®Y.
L'activation du KCC entraine un efflux net de KCI a partir des cellules a forte teneur en
potassium, qui s’accompagne d'une perte d'eau et d'une réduction du volume cellulaire. Le KCC
est actif dans les réticulocytes et diminue avec la maturation des globules rouges®8-3%,
PIEZOL est une protéine de canal ionique mécanosensible, qui joue également un role dans la
régulation du volume cellulaire®?*. Le mode d'action de PIEZO1 dans les GR a été mis en
évidence par I'équipe de Cahalan et al. qui a montré dans des modeles de souris knock-out
PIEZO1, que l'ouverture des canaux PIEZO1 entraine une augmentation transitoire de la
concentration cytoplasmique en Ca2+%%?. L’influx calcique provoque ensuite l'activation des
canaux potassiques Gardos Ca2+ dépendants qui induisent un efflux accru de K+ accompagné

par une fuite d’eau vers le milieu extracellulaire®? (Figure 18).

. | Volume
Gardos KCC1 érythrocytaire
(KCCN4) H20

PIEZO1 K+ CI
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Figure 18. Rdle joué par les canaux ioniques Gardos (KCCN4), PIEZO1 et KCCL1 dans le contréle du
volume cellulaire.

L'influx de Ca2+ médié par PIEZO1 active I'efflux de K+ par le canal Gardos et le cotransporteur KCC
entraine un efflux net de KCI, processus qui s’accompagnent d'une perte d'eau et d'une réduction du
volume cellulaire.

[1.5.2. Remodelage membranaire
La maturation des réticulocytes se caractérise par un remodelage membranaire intense. Dans

les GR, on trouve deux complexes membranaires majeurs : le complexe ankyrine et le complexe
jonctionnel fondé sur la molécule 4.1 (Figure 19). Ces complexes sont reliés par un fin réseau
cytosquelettique dont le principal constituant est la spectrine qui aide a maintenir la forme
biconcave hautement spécialisée des érythrocytes. De nombreuses autres protéines sont
comprises dans le réseau cytosquelettigue comme I'actine, I'ankyrine R, la protéine 4.1R, la
protéine 4.2, la p55, l'adducine, la dématine, la tropomyosine et la tropomoduline®?*. La protéine
de transport bicarbonate/chlorure BAND3 (échangeur d'anions 1, AE1) chaperonnée par la
glycophorine A (GPA) est le principal composant qui ancre ces deux complexes au
cytosquelette de spectring3!®:325326,

L'assemblage de ces grands complexes membranaires au cours de I'érythropoiése est essentiel
au maintien de I’intégrité structurelle des GR circulants®!®,

Il a été démontré qu’un déficit en ankyrine entraine une perturbation du réseau membranaire,
notamment en empéchant BAND3 de former un complexe tétramérique qui constitue le ceeur
du complexe multiprotéique cytosquelettigue membranaire. L'absence d'ankyrine provoque
aussi une augmentation de la distribution de BAND3/GPA vers la membrane plasmique des
pyrénocytes et une réduction de I'expression de ces protéines dans les réticulocytes®?’.
Il est intéressant de noter que des protéines composant le complexe jonctionnel (GPC, XK et
Kell) sont plus extractibles apreés traitement par détergent dans les réticulocytes que dans les
GR matures, ce qui souligne un lien plus faible de ces protéines membranaires avec le
cytosquelette de spectrine sous-jacent dans les réticulocytes. En revanche, les protéines du
complexe d'ankyrine restent liées au cytosquelette (BAND3, Rh, RhAG et GPA), ce qui suggére
gu'au cours de la maturation des réticulocytes, ce dernier complexe est déja formé, tandis que
le premier est encore en cours de remodelage et contribue plus tardivement a rendre la cellule

plus stable et plus tolérante aux contraintes de cisaillement?’"35,
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Figure 19. Remodelage membranaire.

Deux principaux complexes membranaires reliés par un cytosquelette sont impliqués dans le remodelage
membranaire : les complexes BAND3-ankyrine (& gauche) et jonctionnel (a droite) (D’aprés Salomao
et al., 2008%%),

[1.5.3. Vésiculation

La machinerie de transport endosomal ESCRT (Endosomal Sorting Complex Required for
Transport) est constitué de complexes protéiques cytosoliques, appelés ESCRT-0, ESCRT-I,
ESCRT-Il et ESCRT-I113%°, Les complexes ESCRT forment un réseau qui recrute des protéines
monoubiquitinylées et entraine leur internalisation dans des vésicules luménales au sein d'un
type d'endosome appelé corps multivésiculaire (CMV)3*°. Au cours de la maturation des
réticulocytes, la machinerie ESCRT est exploitée de maniére a éliminer les protéines situées a
la surface de la membrane cytoplasmique, par la voie du CMV. Parmi ces protéines
membranaires figurent notamment le récepteur a la transferrine 1 (TFR1) et I’aquaporine 1
(AQP1) qui sont ubiquitinylées et acheminées vers le CMV ou ils sont triés par ’ESCRT puis
évacués vers le milieu extracellulaire via la voie exosomale®¥1-332 (Figure 20).

Plusieurs études indiquent que la fusion des endosomes multivésiculaires avec la membrane
plasmique et la libération des exosomes pourrait étre induite par un influx calcique. Dans la

lignée érythroleucémique K562, I'arrimage et la fusion des CMV au niveau de la membrane
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plasmique sont régulés par la GTPase Rab11 dépendante du calcium33. De plus, la transferrine
stimule la libération d'exosomes d'une maniére Ca2+-dépendante, ce qui suggére que la
transferrine pourrait étre un stimulus physiologique pour la libération d'exosomes®. Dans les
GR humains, une augmentation du Ca2+ intracellulaire ou une activation de la protéine kinase
C entraine la formation et la libération de microvésicules®®.

Protéine liée a la membrane
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Figure 20. Processus de vésiculation.

La machinerie des corps multi-vésiculaires (CMV) médiée par 'ESCRT élimine les protéines liées a la
membrane. Les protéines sont ubiquitinylées puis acheminées vers les corps multivésiculaires (CMV).
Au cours du tri des CMV, la machinerie ESCRT génére des vésicules intraluminales qui transportent
les protéines membranaires ubiquitinylées vers les lysosomes et entrainent ainsi leur dégradation. Par
ailleurs, les CMV peuvent étre adressés a la membrane plasmique pour libérer les exosomes par
exocytose (Figure adaptée a partir de Schmidt et al., 20123%°),

I1.6. Caractérisation phénotypique des cellules érythroides au cours de leur maturation

La maturation érythrocytaire est non seulement caractérisée par des changements
morphologiques des précurseurs érythroblastiques, mais aussi par une modification séquentielle
de I'expression des antigénes de surface. En effet, différentes sous-populations cellulaires sont

distinguables phénotypiquement en fonction de leur stade de maturation par cytométrie en flux
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(CMF) a l'aide de la détection des marqueurs de surface (Figure 21). Il est a noter que ces
marqueurs permettent aussi le tri cellulaire des différentes populations en fonction du

phénotype exprimé (FACS).

Les CSH humaines résident dans la fraction Lin/CD34*/CD38"1°" des progéniteurs humains de
moelle osseuse et de sang de cordon®3®. Cette fraction peut-elle méme étre subdivisée en trois
sous-populations cellulaires en fonction de I’expression des marqueurs CD90 et CD45RA :
CD90*/CD45RA", CD90/CD45RA", et CD90/CD45RA". Majeti al. identifient les cellules Lin-
/CD34%/CD38/CD90/CD45RA" comme une population candidate de progéniteurs

multipotents humains dans le sang de cordon®¥’.

L'engagement de la CSH dans la lignée érythroide est ensuite identifiable par I'apparition de
CD71 (ou TFR pour Transferrin Receptor), CD36, CD105, une légere diminution de CD45, et
la perte de CD3433%,

Ainsi, les progéniteurs BFU-E et CFU-E qui sont traditionnellement définies par des tests de
colonie peuvent étre caractérisées par les phénotypes CD45"/GPA(CD235a)/IL3R
/CD34%/CD367/CD71"" et CD45'/GPA-/IL3R/CD34/CD36%/CD71"",  respectivement3®,
Les marqueurs CD71/CD105 permettent une distinction plus fine des CFU-E, les plus
immatures possédant le phénotype CD71"9"/CD105™“ et les plus matures étant
CD71M9"/CD105Man340,

Le stade ultérieur de maturation du progeniteur érythroide est suivi principalement par la
production de GPA, de I’atteinte de I’intensité maximale de CD71, d’une diminution de CD36
et de la perte des marqueurs CD105, CD117 (c-KIT) et CD45%%,

Plus précisément, les progéniteurs érythroides nucléés peuvent étre classées a 1’aide du couple
CD105/CD117, en quatre sous-populations : pro-érythroblastes, érythroblastes basophiles,
érythroblastes polychromatophiles et érythroblastes orthochromatophiles. L'expression de
I'antigéne CD105 est associée spécifiquement aux pro-érythroblastes et aux érythroblastes
basophiles, tandis que le CD117 est exprimé au stade le plus précoce des pro-érythroblastes.
CD105 et CD117 disparaissent progressivement au cours de la différenciation. Les pro-
érythroblastes expriment un niveau intermédiaire de CD36 et GPA en surface. Leur
différenciation est corrélée a une expression d’abord croissante des marqueurs CD36 et GPA
sur les érythroblastes basophiles, puis décroissante du marqueur CD36, sur les érythroblastes
polychromatophiles et orthochromatophiles®*.

Une fois que les niveaux maximaux de GPA et CD71 sont atteints, aucun nouvel antigéne de
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surface n'est identifié sur le progéniteur érythroide. Cependant, la population érythroide nucléée
continue de proliférer. Les marqueurs CD71 et CD36 diminuent progressivement alors que le
GPA est produit en continu pendant cette phase de prolifération, son intensité d’expression

restant constante au cours des multiples divisions cellulaires33,

Les progéniteurs érythroides énucléés tardifs, tels que les réticulocytes et les érythrocytes
matures, se caractérisent par 1’absence de marquage avec les intercalants des acides nucléiques
comme le SYTO16%*. D’aprés une étude de Wood et al., les réticulocytes forment une
population CD71+ CD36+/- avec une forte expression de GPA, ce qui indique que 1’extrusion
nucléaire se produit avant la perte de ces deux antigenes. C’est notamment leur contenu élevé
en ARN qui les démarquent des érythrocytes®*. Par ailleurs, Borrione et al. ont montré que les
réticulocytes du sang périphérique pouvaient étre caractérisés a 1’aide d’une technique double
combinant un marquage fluorescent de I’ARN par le thiazole orange (TO) avec 1’analyse de
I’expression du CD71. Cette approche a ainsi permis de distinguer les réticulocytes
intermédiaires (TO'™ /CD71™%) des réticulocytes matures (TO 'Y /CD71'°%). En fin de
différenciation, les érythrocytes matures perdent I'expression des marqueurs CD71, CD36,
CD105, CD117, HLA-DR, CD38 et CD45, et n’expriment plus que la GPA3*®, Il se produit

également une légére diminution de la coloration de DRAQ5 qui caractérise la perte d'’ARN3#,

Enfin, il est a noter que la combinaison du GPA, du CD49d (intégrine a4) et de la protéine de
bande 3 (CD233) est utilisée pour isoler spécifiquement les cellules érythroides a tous les stades
terminaux de I'érythropoiése humaine, y compris les proérythroblastes, les érythroblastes

basophiles précoces, basophiles tardifs, polychromatiques et orthochromatiques34°346,
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Figure 21. Expression de divers marqueurs de surface au cours de la maturation érythroide.

IIl. Régulation de I"érythropoiese

l11.1. Régulation transcriptionnelle de I'érythropoiese

I11.1.1. GATA1L, TAL1 et KLF1 : les principaux facteurs de transcription de I’érythropoiese
Le développement érythroide nécessite I'expression et l'activité coordonnée de plusieurs

facteurs de transcription qui régulent la différenciation terminale et l'induction de genes
spécifiques de la lignée érythroide. Les facteurs GATAL, TAL1 (SCL) et KLF1 (EKLF) sont
tous trois nécessaires a I'érythropoiese primitive et définitive et ont été désignés comme les
« maitres régulateurs » de la lignée érythroide. Ensemble, ils forment le réseau transcriptionnel
érythroide central (core erythroid transcriptional network ou CEN)3#. En effet, I'absence de
I'une de ces protéines chez la souris entraine une anémie sévére et la mort & mi-gestation348-3%,
Par ailleurs, le profilage de I'expression génétique a montré que ces trois facteurs sont
nécessaires a I'expression des génes de la p-globine (HBB) et de I'a-globine (HBA), ainsi qu'a
I'induction d'un grand nombre d'autres genes éerythroides, ce qui suggeére que GATAL, TAL1 et
KLF1 fonctionnent de maniére large et synergique dans la régulation du programme

transcriptionnel érythroide®!-3%3,
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111.1.1.1. GATA1

GATAL (Gata binding protein 1) est le premier facteur de transcription hématopoiétique
identifié comme « régulateur maitre »***. Il s’agit du membre fondateur de la famille des
facteurs de transcription GATA qui contiennent chacun deux motifs en doigts de zinc et sont
capables de fixer la séquence ADN « GATA ». GATAL peut s'associer directement a plusieurs
cofacteurs tels que la protéine a doigt de zinc FOG1 (Friend of GATAL) par I’intermédiaire de
son doigt de zinc N-terminal, tout en interagissant avec I'ADN par le biais du doigt de zinc C-
terminal®®. GATAL posseéde également un domaine d'activation transcriptionnelle N-terminal,
interagit avec de multiples facteurs de transcription, co-activateurs et co-répresseurs et peut
subir de nombreuses modifications post-traductionnelles®>%-,

GATAL est exprimé faiblement dans les progéniteurs myéloides communs (CMP), mais subit
une forte régulation positive dans les progéniteurs mégacaryocytes-érythroides (MEP) et les
érythroblastes. Ce facteur de transcription active un ensemble de génes érythroides précoces,
tels que le récepteur de I'érythropoiétine au début de I'érythropoiése, ce qui permet de favoriser
la prolifération et la différenciation des cellules érythroides immatures. Tout au long de la
maturation de ces cellules, GATA1 induit également 1’expression des génes érythroides de
stade tardif, tels que ceux qui codent I'némoglobine et les protéines impliquées dans la
biosynthése de I'héme®*’,

A partir du stade d'érythroblaste tardif, I’expression de GATA1 diminue, ce qui promeut la
maturation des globules rouges (GR)*®.

Situé sur le chromosome X, sa délétion chez les souris males entraine la mort a E11.5 (jour

embryonnaire 11.5) par anémie sévere®>®,

111.1.1.2. TAL1/SLC

Le facteur de transcription TALL (T-cell acute lymphocytic leukemia protein 1) également
connue sous le nom de SCL (stem cell leukemia) a été découvert grace a son implication dans
les événements de translocation associés a la formation de la leucémie lymphoblastique aigué
acellules T. TAL1 appartient a la famille des facteurs de transcription bHLH (basic helix-loop-
helix) caractérisés par un domaine d'interaction protéique HLH de 50 résidus, précédé d'une
région de 10 résidus capable de fixer 'ADN*®°, TAL1 forme des hétérodiméres en interagissant
avec des facteurs a motif bHLH ubiquitaires, tels que les protéines E2a (E12 et E47), avant de
se lier a I'ADN préférentiellement au niveau des séquences consensus E-box (CAGNTG) dans

les cellules érythroides®s?.
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De plus, TALI est un régulateur crucial de 'hématopoicse précoce. L’invalidation de TAL1 par
perte de fonction compléte (« null ») dans des embryons de souris homozygotes entraine un
défaut d’hématopoieése suivi de leur mort précoce au jour 9,5 du développement
embryonnaire®?,

Il a été démontré dans des modéles de souris adultes TAL1-null, que les CSH étaient capables
de survivre gréace a la redondance fonctionnelle assurée par LYL1, protéine bHLH apparentée,
qui est impliquée a la fois dans la formation et la maintenance des CSH®%2, Cependant, plusieurs
études indigquent que I’absence de TAL1 s’accompagne de nombreux déficits dans le
développement érythroide et mégacaryocytaire34°3%3, En effet, selon Kassouf et al., TAL1 est
nécessaire a la différenciation érythroide terminale. L’expression de la majorité des cibles
génomiques de ce facteur de transcription nécessite une activité directe de liaison a I'ADN.
L'analyse du recrutement de GATAL, protéine partenaire de TAL1, au niveau des séquences
occupées par TALL suggere par ailleurs que la liaison de TAL1 se produit avant ou en méme
temps que celle de GATA1,

111.1.1.3. KLF1/EKLF

Le facteur érythroide de type Kruppel (EKLF ou KLF1) est le membre fondateur de la famille
des protéines KLF, qui comprend 17 facteurs de transcription différents fonctionnant dans
divers tissus et jouant de nombreux réles biologiques essentiels36436°,

Il a été démontré KLF1 est capable de se lier aux boites CACC ou aux motifs riches en GC par
I'intermédiaire de 3 doigts de zinc C2H2 de type SP1 C-terminal. Les motifs CACC sont des
éléments promoteurs proximaux communément retrouvés dans de nombreux genes érythroides,
tels que les génes de la P-globine et de la a-globine de I'nomme et de la souris36-3%,
KLF1 joue deux rdles dans 1'hématopoiese: ce facteur réprime d’une part le démarrage de la
mégacaryopoiese et stimule 1'expression des genes erythroides d’autre part. Contrairement aux
genes dont la présence est requise pour I'établissement des deux lignées, KLF1 est régulé
négativement dans les mégacaryocytes aprés la formation du progéniteur mégacaryocyte-
érythroide®®®.

KLF1 agit principalement comme un activateur transcriptionnel qui joue un réle global
essentiel dans I'érythropoiése primitive et définitive. 1l assure le maintien de l'intégrité de la
membrane du globule rouge ainsi que du cytosquelette et participe au contréle de I'expression
de nombreux génes dont ceux codant I’AHSP et la B-globine ainsi que les enzymes de synthese
et de transport de I'néme, qui fonctionnent ensemble dans la production de la molécule
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d'hémoglobine3”°.

Il a été démontré que KLF1 coopere avec les facteurs de transcription GATAL, TAL1 et le
coactivateur EP300 au niveau d’un module cis-régulateur qui coordonne I’expression d’un
ensemble de génes érythroides®>?.

L’ablation du géne KLF1 a pour effet d’induire une B-thalassémie profonde entrainant la mort
des embryons murins au moment du passage a l'expression de la B-globine adulte®*%3™, Plus
précisément, chez les souris KIf1” la perturbation du programme d'expression des génes
apoptotiques n'entraine pas d'apoptose mais conduit a un échec de la différenciation érythroide
terminale®2,

Enfin, KLF1 peut fonctionner comme un répresseur de transcription, probablement par le

recrutement de corépresseurs tels que Sin3A3"2,

[.1.2. GATA2

GATAZ2 est un facteur de transcription qui joue un réle essentiel dans I'émergence et le maintien
des cellules souches hématopoiétiques (CSH) ainsi que dans la spécification des progéniteurs
érythroides précoces. Les doigts de zinc de GATA2 et GATAL partagent un haut degré de
similarité et se lient tous deux a un motif ADN consensus GATA3",

Chez la souris, GATAZ2 peut partiellement restaurer I'érythropoiése primitive en I'absence de
GATA1L%4 GATAL et GATA2 sont impliqués dans une boucle de régulation clé pendant
I'érythropoiése, appelée « commutation des facteurs GATA (Gata-switch) ». Dans les
progeniteurs hématopoiétiques, GATA2 auto-active son expression et transactive l'expression
de GATAL. Au cours de I’engagement érythroide, GATA1 auto-active également son
expression. Le niveau accru de GATAL conduit au déplacement de GATA2 de ses multiples
sites de liaison au géne GATA2 et supprime son expression. Ainsi, le « switch » des facteurs
GATA déclenche la différenciation érythroide3”>3'® (Figure 22).

[11.1.3. Les complexes LDB1 dans la transcription des génes érythroides
Dans D’activation des geénes érythroides, GATAL, TAL1 et KLF1 opérent de maniére

synergique au sein de structures protéiques d'ordre supérieur appelés « complexes LDB1 » qui
incluent les adaptateurs nucléaires LDB1 (LIM domain binding proteins 1) et LMO2 (LIM
domain only 2)347377,

La proteine LDB1 peut se dimeriser grace a son domaine d'auto-association, ce qui facilite la

formation d'une boucle d'ADN et la juxtaposition de plusieurs complexes LDBL1. Il a été suggéré
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que cette propriété de LDBL facilite les interactions a longue distance telles que la juxtaposition
des éléments amplificateurs et des promoteurs érythroides ou encore le recrutement des géenes
érythroides au niveau des interactomes transcriptionnels situés prés des génes HBA et HBB3.
Une cartographie a I'échelle du génome des sites de liaison du complexe LDB1 a révéle que ces
derniers sont fréequemment colocalisés avec les sites de liaison de KLF1 et avec les motifs de
liaison consensus d'autres facteurs de transcription érythroides. Une analyse transcriptomique
a du reste démontré une forte corrélation entre la liaison du complexe LDBL1 et I'expression des
génes et a identifié un grand nombre de génes corégulés par les complexes LDB1 et KLF1%78,
LMO2 est une petite protéine composee de deux domaines LIM. LMO?2 se lie au doigt de zinc
N-terminal de GATA1, ce qui permet la formation d’un pont entre TAL1/E2A et GATA13",
Dans les CSH, GATAZ intervient également en grande partie au sein des complexes LDB1 dans
le controle de I'expression des génes impliqués dans le maintien des CSH3, A la suite du switch
GATA survenant au cours de I'érythropoiése, GATAL est incorporé dans le complexe LDB1,
ce qui favorise I'engagement vers la voie érythroide®’ (Figure 22).

Tal1 Gata1l

—

Expression

Ldb1/

HSC CMP MEP Erythroblast
C—

Erythroid maturation

Figure 22. Expression des composants du complexe LDB1 au cours de la différenciation érythroide a
partir des cellules progénitrices hématopoiétiques.

Dans les cellules progénitrices les plus précoces, I’expression de GATA?2 est ¢levée tandis que celle de
GATAL est faible, mais lorsque les cellules se dirigent vers la lignée érythroide, I'expression de GATA1L
est induite tandis que celle de GATA?2 est réprimée (D’aprés Love et al., 2014347).
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I11.2. Régulation traductionnelle de I"érythropoiése

En raison de I'absence de transcription active dans les réticulocytes et de traduction dans les
cellules matures, la régulation fine de la traduction est essentielle au maintien d'une synthese
protéique suffisante pour assurer le fonctionnement physiologique ainsi que la différenciation
des cellules érythroides. Aussi, des perturbations de la machinerie traductionnelle ou de
’homéostasie ribosomale peuvent induire la survenue d’une anémie®,

Dans ce travail, nous décrivons guelques mécanismes importants de contrdle de la traduction
dans I'érythropoiése, en nous intéressant particulierement aux ribosomopathies, pathologies qui

affectent sélectivement le processus de traduction dans la lignée érythroide®8:382,

[11.2.1. Régulation des ribosomes et ribosomopathies

Les mutations dans les génes RP (ribosomal protein), ou toute anomalie génétique qui altére la
biogenese et la fonction du ribosome, entrainent des phénotypes cliniques spécifiques
collectivement connus sous le nom de « ribosomopathies »%1382 a lignée érythroide est
particulierement sensible au dysfonctionnement du ribosome dans les ribosomopathies, comme
en témoignent les troubles hématologiques que sont I’anémie de Diamond-Blackfan (DBA) et
le syndrome 5q-, tous deux marqués par une hypoplasie érythroide de la moelle osseuse.
Premiére ribosomopathie identifiée, la DBA est provoquée par une ou plusieurs mutations
hétérozygotes de perte de fonction survenant au niveau de 1’un des 19 génes RP, RPS19 étant
le géne le plus fréquemment muté dans la DBA (environ 25% des cas)®334, e syndrome 5q
est un sous-type du syndrome myélodysplasique (SMD) dans lequel la délétion somatique d'un
allele du chromosome 5q entraine une haplo-insuffisance du géne RPS14%°,

Plusieurs raisons ont été évoquées pour expliquer la sensibilité du processus érythropoiétique a
la dérégulation traductionnelle. D’aprés Dutt et al., I'échec de 1'érythropoiese observé dans la
DBA ou le syndrome 5q est associ¢ a I’expression de p53, dont le seuil d’induction est bas dans
la lignée érythroide. Dans les cellules progénitrices érythroides, le knockdown partiel de RPS14
(le géne de la protéine ribosomique supprimé dans le syndrome 5q) ou de RPS19 (le gene le
plus freguemment muté dans la DBA) entraine en effet une accumulation sélective de p53.
L'hyperactivation de la voie p53 induit ensuite I'expression de p21, gene cible de p53, ainsi
qu’un arrét du cycle cellulaire et une apoptose, phénotypes spécifiques aux cellules érythroides

et observés au cours du syndrome 5q et du DBA. L'inhibition pharmacologique de p53 permet
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de corriger le défaut érythroide. A I’inverse, le nutlin-3, un composé qui active p53 par
I'inhibition de HDM2 (human double minute 2), régulateur négatif de p53, perturbe de maniére

sélective I'érythropoigse®.

En outre, les déficiences ribosomiques peuvent entrainer une traduction défectueuse des ARNm
ayant des fonctions essentielles dans I'érythropoiése. Dans des lignées d'érythroblastes de souris
I/11 déficiente en p53, le déficit en RPS19 ou de RLP11 a notamment supprimé la traduction
des transcrits de BAGL1, codant la cochaperonne de HSP70 et de CSDEL, codant une protéine

de liaison a I'ARN, deux génes habituellement fortement exprimés dans les érythroblastes®®’.

Par ailleurs, 1’¢tude de Khajuria et al. souligne que c’est la quantité de ribosomes, et non leur
composition, qui joue un role clé dans I'engagement des HSPC vers la lignée érythroide.
Plus précisément, il a été constaté dans cette étude qu’un déficit de traduction de plusieurs
transcrits qui sont habituellement régulés positivement au cours des premiers stades de la
spécification vers la lignée érythroide a partir des HSPC joue un réle clé dans les phénotypes
in vivo observés chez DBA. La plupart de ces transcrits sensibles a I'haplo-insuffisance RP —y
compris le transcrit ARNm de GATAL — ont pour particularités d’avoir des 5" UTR courts et
non structurés alors que ces dernieres caractéristiques sont associées a une efficacité de
traduction accrue dans les conditions de base. En outre, il est intéressant de noter que parmi un
groupe de 36 régulateurs maitres hématopoiétiques analysés qui jouent un réle bien défini dans
I’engagement de lignée, la majorité avait des 5’ UTR significativement plus longs et plus
complexes par rapport aux transcrits sensibles aux niveaux réduits de ribosomes. Seul, ’ARNm
de GATAL1 fait donc figure d’exception, alors que le géne GATAL est lui-méme un régulateur
maitre bien connu de 1’érythropoiése. Aussi, les caractéristiques 5" UTR de GATAL uniques
par rapport a celles des autres régulateurs maitres analysés, pourrait expliquer sa sensibilité
traductionnelle & des niveaux réduits de ribosomes et le défaut specifique de lignée qui en
découle, observé dans la DBA3S,

Plus récemment, 1’équipe de Boussaid et al. a montré que la longueur de la séquence codante
(CDS ou CoDing Sequence) du transcrit ARN, le biais d’utilisation des codons et la structure
du 3'UTR sont des facteurs clés qui déterminent la sélectivité de traduction, dans des conditions
de disponibilité limitée en ribosomes. Le CAI (Codon Adaptation Index) est un paramétre qui
mesure le biais d'utilisation des codons synonymes pour une séquence d'ADN ou d'ARN.
L'indice variede 0 a 1 : il est de 1 si le transcrit utilise toujours les codons synonymes les plus

fréquemment associés a une élongation plus rapide de la traduction®°3%, Au cours de la
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différenciation érythroide normale, les transcrits ARN correspondant aux protéines les plus
exprimées ont un CAI élevé, une longueur de transcription courte et des extrémités UTR 5' et
3' non structurées. Dans des cellules déficientes en RPS14 mimant les défauts érythroides du
syndrome 5q-, la régulation négative de RPS14 réduit la disponibilité intracytoplasmique en
ribosomes, ce qui conduit a une traduction sélective aux dépens de GATA1 et d’autres génes
érythroides tels que ceux exprimant les hémoglobines. Plus précisément, ce sont les transcrits
ARN courts avec une 3'UTR tres structurée et un CAl élevé qui présentent alors une efficacité
de traduction réduite. Dans ce contexte, Boussaid et al. suggérent que l'altération de la
maturation érythroide due au syndrome 5g- peut provenir d'une sélectivité de traduction se
produisant au détriment du programme de différenciation érythroide, et que le défaut
traductionnel de GATAT1 peut étre expliqué a partir d’éléments caractéristiques Situés sur la

séquence codante et sur I'UTR du transcrit ARN3%,

Dans certains cas de DBA, les niveaux de GATAL peuvent étre indirectement affectés par les
déficiences ribosomales. Plus précisement, une dégradation protéasomale anormale de la
chaperonne HSP70 dans les progéniteurs érythroides a été détectée dans les cellules érythroides
humaines primaires haploinsuffisantes RPL5 ou RPL11, mais pas dans les cellules
progénitrices haploinsuffisantes RPS19. La dégradation protéasomale de HSP70 entraine le
clivage de GATAL, la diminution des progéniteurs érythroides et I'apoptose dans le phénotype
séveére de la DBA%L, 1l est & noter que la chaperonne HSP70 intervient dans la protection de
GATAL contre le clivage par la caspase-3 activé au sein des précurseurs érythroides, les
empéchant ainsi d’entrer en apoptose. Par conséquent, HSP70 joue a la fois un rdle en phase

précoce de prolifération et au cours de la différenciation érythroide terminale?’2.

[11.2.2. R6le des protéines de liaison a I’ARN dans la régulation de I'initiation de la traduction

Les protéines de liaison a I'ARN (RBP pour RNA Binding Proteins) sont des composants
essentiels de la machinerie traductionnelle, qui interviennent généralement dans la traduction
des ARNm, en identifiant des motifs particuliers situés dans les UTR 5’ et 3’38139 | ¢s RBP
jouent un réle important dans le contrdle de la traduction dans I'érythropoiése. Par exemple, il
a été constaté dans un modéle murin que la protéine de liaison a 'ARNm CPEB4 est fortement
induite au cours de la différenciation erythroide terminale par les facteurs de transcription
GATAL et TAL1L, essentiels a 1’érythropoi¢se terminale. En interagissant avec le facteur

d'initiation de la traduction elF3, CPEB4 réprime la traduction d'un grand nombre d’ARNm,

72



qui sont pour la plupart connus pour étre régulés négativement au cours du développement
érythroide terminal. Cpeb4 se lie également a son propre ARNm de maniére a réprimer sa
traduction et I'expression ectopique de CPEB4 bloque la différenciation érythroide. Ainsi, selon
Hu et al., I'induction transcriptionnelle et la répression traductionnelle se combinent de maniere
a former une boucle de rétroaction négative qui restreint les niveaux de CPEB4 au sein d’un
intervalle de concentration spécifique requis pour I'érythropoiése terminale3%,

RBM38 est une autre RBP qui est spécifiguement induite dans les érythroblastes en fin de
différenciation par GATAL/TALL. Elle a été en particulier associée a I'épissage pendant
I'érythropoiése tardive. En interagissant avec le facteur d'initiation de la traduction elF4G,
RBM38 favorise la traduction de certains ARNm au sein des cellules en différenciation
terminale et au cours de 1’énucléation, alors que les niveaux d’expression des ARN diminuent.
L'inhibition de RBM38 entraine un défaut de traduction et bloque la génération de réticulocytes,

ce qui plaide en faveur d’un role critique de RBM38 pendant 1'érythropoiese3®,

[11.2.3. Recyclage des ribosomes et homéostasie ribosomale

Des travaux ont montré que la régulation dynamique du recyclage des ribosomes intervient dans
le maintien de 1’homéostasie ribosomale dans les cellules érythroides. Au cours de la
différenciation érythroide terminale, il se produit en effet une perte naturelle du recyclage des
ribosomes médié par ABCE1 (ATP-binding cassette sub-family E member 1), ce qui entraine
I'entrée de ribosomes vacants, non recyclés, dans I'UTR 3' des ARNm des réticulocytes. Ces
fragments 3'UTR peuvent étre libérés par la surexpression des facteurs de sauvetage des
ribosomes PELO et HBSL1L, ce qui suggere qu’une régulation positive de PELO/HBSI1L serait
essentielle au maintien du pool de ribosomes disponibles pour la traduction, lorsque I'activité
d'’ABCE1 diminue au cours de la différenciation des cellules sanguines anucléées®°.
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I1l.3. Biosyntheése de I'héme et régulation de I'équilibre de synthese entre I'"heme et

I"hémoglobine

[11.3.1. Biosynthese de I'héeme

L’hémoglobine humaine est une métalloprotéine formée par l'appariement symétrique d’un
dimeére de chaines polypeptidiques alpha (globine o) et béta (globine ), en une unité structurelle
et fonctionnelle tétramérique. Chacune des chaines a une conformation spatiale lui donnant une
forme globulaire et constituant une « poche » dans laquelle est logée la molécule d’héme
capable de fixer ’oxygéne. a2B2 représente la principale hémoglobine adulte®®. L’héme,
groupement prosthétique de 1’hémoglobine, est constitué¢ d'un noyau tétrapyrrolique associé a
un atome de fer. Sa synthése dans les cellules érythroides est finement coordonnée avec celles
des globines. Un déséquilibre dans la synthése de I'un ou de l'autre de ces composés a des
conséquences négatives pour la cellule. En effet, les chaines de globines dépourvues d’héme

sont non fonctionnelles et s’agrégent tandis que 1'héme a I’état libre est hautement toxique®®’.

L'héme est synthétisé au sein des progéniteurs érythroides en développement, au stade de
proérythroblaste, a travers une série de huit réactions enzymatiques réparties entre la
mitochondrie et le cytosol®®. La premiére étape a lieu dans la matrice mitochondriale et
implique la condensation de la glycine avec le succinyl-coenzyme A, réaction catalysée par
l'acide d-aminolévulinique synthase 2 (ALAS2) dans les cellules érythroides. Le composé
intermédiaire formé, 1'acide 6-aminolévulinique (ALA), est ensuite exporté vers le cytosol ou
il est converti, par quatre réactions enzymatiques successives, en coproporphyrinogéne il
(CPgenllIl). Le CPgenlll est ensuite retransporté vers l'espace intermembranaire mitochondrial
et converti en protoporphyrine IX (PPIX) par deux enzymes. Enfin, la ferrochélatase (FECH)
catalyse l'insertion du fer ferreux (Fe2+) dans la PPIX, ce qui aboutit a la formation de
I'heme3973%°, Par conséquent, une régulation étroite de la disponibilité de I'néme et de ses
précurseurs au sein de l'espace intermembranaire et de la matrice mitochondriale est
indispensable a la biosynthese du groupement prosthétique héminique, ainsi qu'a I'assemblage
des hémoprotéines®®’.

Les défauts de synthese de I'neme dans la lignée érythroide entrainent des anémies
sidéroblastiques, caractérisées par une anémie microcytaire associée a une surcharge
mitochondriale en fer, ou des porphyries erythropoiétiques, caractérisées par un depot de
porphyrine dans les cellules érythroides®®. Chez les patients souffrant de protoporphyrie
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érythropoiétique, des mutations au sein des genes ALAS2 et FECH, qui codent deux enzymes
ayant un role limitant dans la vitesse de biosynthese de I'neme, produisent une carence en héme
dans le compartiment érythroide. Ce déficit en héme est a I’origine de la survenue d’une anémie

sidéroblastique ou hypochrome et microcytaire®%8400-403,

Par ailleurs, I'exécution de plusieurs étapes de la synthése de I'neme repose sur la biogénése des
clusters fer-soufre (Fe-S), notamment lorsque de grandes quantités d'heme sont sollicitées pour
I'némoglobinisation au cours de I'érythropoiése. Dans des modeles de poisson zébre, la
déficience de plusieurs protéines impliquées dans la biosynthése des clusters Fe-S telles que
GLRX5, ISCA et Clorf69 provoque une anémie. Il est a noter que toutes ces protéines sont
fortement exprimées dans les tissus érythroides et sont induites au cours de la différenciation
érythroide?®+4%, ABCB7 est un transporteur a cassettes liant I'ATP qui intervient dans 1’export
de métabolites issus des mitochondries et nécessaires a 1’assemblage cytosolique des clusters
Fe-S*7. Des mutations hémizygotes faux-sens ou de perte de fonction partielle d'’ABCB7
provoquent une forme syndromique rare d’anémie sidéroblastique congénitale microcytaire li¢e

a I'X et associée a une ataxie cérébelleuse (XLSA/A)*0&41L,

[11.3.2. Rbles régulateurs de I’'heme sur la synthése des chaines de globine

Au cours de la différenciation érythroide, la synthese de I'heme précede et est essentielle a la
synthése des chaines de globine. Ce processus en deux temps est en partie expliqué par le réle
régulateur de I’héme sur la transcription des génes de globines a et B ainsi sur que leur
traduction, controle qui permet d’assurer une synthése équilibrée de tous les constituants de

I'hnémoglobine.

En effet, dans les progéniteurs érythroides précoces, la transcription des génes de globines a et
B est inhibée par le répresseur transcriptionnel BACH1. BACH1 antagonise l'activité des
facteurs de transcription sMaf qui se lient aux sequences MARE (Maf recognition element)
situées dans la region régulatrice des genes de la globine. Lorsque la biosynthése de I'héme
débute au sein des progéniteurs érythroides tardifs, I'neme se lie a BACH1 dans le noyau,
déclenche sa translocation vers le cytosol et induit son ubiquitinylation ainsi que sa
dégradation®'?. De plus, I'héme stabilise le facteur de transcription NRF2 qui s'accumule dans
le noyau. Associé aux protéines sMaf, NFR2 active la transcription des chaines de globing3%8413,
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La traduction des chaines de globine a et B dans les progéniteurs érythroides dépend de la
protéine HRI (heme-regulated inhibitor), qui est capable de détecter le niveau d’héme
intracellulaire. HRI est un membre d'une famille de protéines kinases capable de phosphoryler
la sous-unité o du facteur d'initiation de la traduction eucaryote eIF2a (eukaryotic translation
initiation factor 2a). En I'absence d'une quantité suffisante d'heme cellulaire, le facteur HRI est
activé, ce qui induit la phosphorylation d’elF2a et subséquemment 1’inhibition de la synthése
protéique, en particulier celle des protéines de la globine. Inversement, lorsque I'néme se lie a
HRI, celle-ci est inactivée et elF2a n'est pas phosphorylé, ce qui permet la synthése des
protéines. Ainsi, seulement apreés l'initiation de la biosynthese de I'néme dans les progéniteurs
érythroides en différenciation, I'inhibition de I'activité de HRI permet la synthese des globines
a et B. Par conséquent, HRI joue un réle fondamental en veillant a ce qu'aucune globine ne soit
synthétisée en excés par rapport a la quantité qui peut étre assemblée en tétrameres

d'hémoglobine3:3%,

La régulation par HRI de I'équilibre entre la synthése des globines a et B et la disponibilité de
I'neme dans les précurseurs des GR est nécessaire a la survie des précurseurs érythroides. Chez
les souris HRI”- déficientes en fer, les globines dépourvues d'héme s'agrégent dans les GR et
leurs précurseurs, ce qui entraine une anémie normocytaire hyperchrome avec une diminution
du nombre de GR, une hyperplasie érythroide compensatoire et une apoptose accélérée dans la

moelle osseuse et la rate***.

HRI joue un rdle protecteur dans des modéles murins de maladies héréditaires des GR : La
déficience en HRI exacerbe la protoporphyrie érythropoiétique et rend la béta-thalassémie létale
chez I’embryon*!®. En cas de stress du réticulum endoplasmique et de privation de nutriments,
la phosphorylation d'elF20 médiée par HRI induit la voie de signalisation d’ATF4, facteur de
transcription impliqué dans 1’induction d’un programme d’expression de génes cibles connu
sous le nom de réponse intégrée au stress (ISR, integrated stress response)*'®. Cette voie
elF2aP-ATF4 dépendante de HRI promeut la différenciation érythroide dans des conditions de
stress. L’équipe de Suragani et al. a montré qu’il était possible de traiter un modele murin de -
thalassémie en favorisant 1’axe HRI-eIF2aP-ATF4 a I’aide du salubrinal, un inhibiteur
chimique de la déphosphorylation d'eIF20P*'. Fait intéressant, d’autres études ont rapporté que
le salubrinal augmente les niveaux d'elF2aP ainsi que la production d'HBF en favorisant la
traduction de I'ARNm de la globine y dans des progéniteurs erythroides humains. HRI pourrait
donc étre impliquée dans la synthése de la globine y*'841°, En outre, la voie HRI-eIF2aP-ATF4
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est capable d’exercer un rétrocontrole négatif sur 1’érythropoiese stimulée par I’EPO dans des
conditions de carence en fer/neme, en réprimant la signalisation du complexe mTORC1
(mechanistic target of rapamycin), en particulier dans la lignée érythroide. Ainsi, I'hnéme et la
traduction régulent I'érythropoiése par le biais de 2 voies de signalisation clés, ISR et mMTORC],

qui sont coordonnées par HRI de maniére a compenser une érythropoiése inefficace?°.

[11.3.3. HSP70 dans la balance héme/globine

Dans les cellules érythroides de la DBA, les travaux de Rio et al. ont démontre que la synthese
déséquilibrée de la globine et de I'néme est responsable de I'excés d'héme libre et des effets
déléteres qui en découlent sur I'érythropoiéese, ce déséquilibre étant plus marqué chez les
patients DBA porteurs des mutations dans RPL5 et RPL11, des genes RP différents de RPS19.
Plus important, 1’étude rapporte que HSP70 joue un réle majeur dans le contrdle de I'équilibre
de la synthése héme/globine. En effet, HSP70, en tant que chaperonne de GATAL, contrle
I’expression de ce régulateur maitre de I’érythropoiése ainsi que celle de ses cibles, telles que
les chaines de globine, I’héme ou les protéines impliquées dans le métabolisme de I'héme,
comme HRI et 8-aminolevulinate synthase 2 (ALAS2). Selon Rio et al., le déséquilibre
héme/globine peut étre expliqué par la diminution des niveaux de HSP70 et de GATAL
observée dans les érythroblastes de la DBA. La ré-expression de HSP70 permet de restaurer les
niveaux de GATA1, d’augmenter la synthése de globine, réduisant ainsi I'exces d'héme libre et
l'apoptose des cellules érythroides de la DBA. HSP70 permet ainsi d’expliquer le défaut
intrinséque de la DBA par le contrdle qu’elle exerce sur la différenciation et la survie érythroide

via GATAL, ainsi que sur I'excés d'héme libre, résultant du déséquilibre héme/globine*?L,

I1.4. Régulations réciproques entre le fer et I'érythropoiese

[11.4.1. Absorption, cycle et distribution du fer dans I'organisme

Les principales sources de fer plasmatique sont les entérocytes et les macrophages*?242® (Figure
23). L'absorption du fer se produit dans I'intestin, la plus grande partie de lI'absorption ayant lieu
dans le duodénum. Aprés conversion du fer de sa forme ferrique (Fe3+) a sa forme ferreuse
(Fe2+) par un processus de réduction impliquant la CYBDR1 (cytochrome b réductase 1)
duodénale, également appelée DCYTB (duodenal cytochrome b), ou bien d'autres enzymes*?,
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le fer non héminique est absorbé par le transporteur de cations divalents 1 (DMT1) situé au
niveau de la surface apicale des entérocytes*?. Le fer pourrait également se lier a des protéines
contenant de I'héme, comme I'hnémoglobine, auquel cas I'neme-Fe est absorbé par le transporteur
de folate couplé aux protons SLC46A1 (Solute Carrier Family 46 Member 1) également connu
sous le nom de HCP1 (Heme Carrier Protein 1)*?°. Les macrophages captent le fer par
érythrophagocytose, processus par lequel les GR sénescents sont dégradés, ce qui permet le

recyclage du fer qu’ils contiennent*?’.

La libération du Fe2+ dans le plasma a partir des entérocytes et des macrophages s’effectue par
la ferroportine (FPN), encore appelée SLC40Al (Solute Carrier family 40 member 1),
exporteur de fer fortement exprimé au niveau de la membrane plasmique des entérocytes et

également retrouvé sur celle des macrophages*?,

Le Fe2+ exporté est ensuite oxydé en Fe3+ par la céruloplasmine (CP) circulante et
I'néphaestine ancrée a la membrane des entérocytes, avant de se lier a la transferrine, ce qui

conduit & la formation de I’holotransferrine*2%4%,

L'holotransferrine distribue ensuite le fer a tous les types cellulaires et en particulier aux
érythroblastes qui en sont les principaux consommateurs. Les niveaux d'holotransferrine sont
également détectés par les hépatocytes qui absorbent le fer par le biais du TFR14%. 1l est & noter
qu’une toxicité cellulaire induite par le fer peut survenir en cas d’exces de fer non li¢ a la

transferrine®?2,

En réponse a des niveaux élevés d'holotransferrine, I'hepcidine, peptide produit par les
hépatocytes est sécrété dans le plasma et induit la dégradation de la FPN, ce qui permet de
réguler I'exportation du fer a partir des entérocytes et des macrophages. En revanche, lorsque
le taux de fer sérique est bas, le taux d’hepcidine diminue, ce qui permet de réduire la
dégradation de la FPN et donc I’export du Fe2+ vers la circulation générale rétablissant ainsi
un taux de fer adequat. Le contréle du niveau d'expression de I'hepcidine représente donc un

facteur majeur dans le contrdle de I'homéostasie systémique du fert32433,

78



Lumen (;D Enterocyte \ Hepatocyte

= | & \\\
C\) | Hepcidin
= i
— T
%TFRl
!

Macrophage

Q\
Hephaesti
Haem %—»

HCP1 Cﬁﬁ

<
>
E

‘ rythroblast
- omunes
=

Bone marrow Ferritin

Figure 23. Absorption, cycle et distribution du fer dans I'organisme (D’aprés Brissot et al., 2018%%).

[1.4.2. Absorption et métabolisme du fer dans I'érythroblaste

La transferrine sérique est la principale source de fer des érythroblastes en développement.
Celle-ci sort du plasma et se lie aux récepteurs de la transferrine avant d’étre internalisée au
sein de I’érythroblaste, ou elle libére le fer dans des vésicules endosomales acides. Dans 1’1lot
érythroblastique, les cellules érythroides en développement entourent un macrophage central,
appelé macrophage nourricier. Ce dernier pourrait apporter du fer aux érythroblastes. En effet,
une sécrétion de ferritine a été observée au niveau de I'espace situé entre les macrophages
nourriciers et les érythroblastes. Des études indiquent que cette ferritine peut étre absorbée par
les érythroblastes par micropinocytose***. De plus, il a été postulé que I'néme pourrait étre
directement transféré aux érythroblastes via des transporteurs d’héme tels que HRG1 et
FLVCRL1 qui seraient exprimés a la surface de la membrane plasmique des érythroblastes et des
macrophages**#%, Le fer libéré de la transferrine aprés acidification de I'endosome peut ensuite

étre utilisé par la cellule, stocké avec la ferritine ou exporté*3’ 4% (Figure 24).
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Figure 24. Absorption du fer dans I'érythroblaste en développement (D’aprés Korolnek et al., 2015%%),

[11.4.3. Régulation du fer par les érythroblastes

L’¢érythroferrone (ERFE) est une hormone régulatrice essentielle du métabolisme du fer, qui
intervient dans la suppression précoce de I'hepcidine au cours d’une érythropoicse de stress
(survenant par exemple a la suite d’'une hémorragie). En réponse a I’EPO, I’expression d’ERFE
par les érythroblastes en cours de différenciation dans la moelle osseuse et la rate augmente
rapidement d'une maniere dépendante de la voie EPO-STATS. Sécrétée dans la circulation,
ERFE agit directement sur le foie et induit la répression de I'hepcidine. La suppression de
I'nepcidine médiée par ERFE augmente a son tour la disponibilité du fer et permet ainsi la
synthése de nouveaux GR.

Les souris deficientes en ERFE ne parviennent pas a supprimer rapidement I'hepcidine apres
une hémorragie et présentent un retard de reconstution érythropoiétique. Dans un modele de
thalassémie intermédiaire murine Hbb™¥*  1’expression fortement augmentée d'ERFE
contribue a la suppression de I'nepcidine et a la surcharge en fer systémique caractéristique de
cette maladie®®.

Il a été également suggéré que GDF15 (Growth/differentiation factor 15) et TWSG1 (Twisted
gastrulation protein homolog 1), deux membres de la famille des protéines morphogénétiques
osseuses se comportaient comme des suppresseurs pathologiques de I'hepcidine dans la

thalassémie**®44!, Cependant, il n'existe pas de preuves définitives qui concernent le réle
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pathogéne de ces médiateurs dans les anémies ferriprives et des études récentes s'opposent a
I’hypothese de leur contribution dans la suppression physiologique de I'hepcidine survenant
aprés une hémorragie**-443,

Par ailleurs, la ferroportine (FPN) des cellules érythroides est capable de rejeter une quantité
importante de fer dans le sang, ce qui lui permet de jouer un role essentiel dans le maintien de
I'noméostasie systémique du fer, en particulier dans des conditions de carence en fer, et dans la
protection des globules rouges contre le stress oxydatif. La carence en FPN prédispose les
globules rouges aux lésions oxydatives. Ainsi, des souris knockout spécifique de la FPN des
érythrocytes (FPN KO) ont développé une anémie hémolytique exacerbée par le stress oxydatif

a la suite d'une surcharge en fer érythrocytaire et des Iésions oxydatives qui en découlent**,

[11.4.4. Régulation de I'érythropoiése par le taux de fer sérique

Les protéines régulatrices du fer 1 et 2 (IRP ou iron regulatory protein) contrélent de maniére
post-transcriptionnelle I'expression des transcrits qui contiennent des séquences d'éléments de
réponse au fer (IRE), notamment la ferritine, la ferroportine, le récepteur de la transferrine et le
facteur HIF20. (Hypoxia inducible 2a), en réponse au taux de fer circulant?38445-447,

IRP1 est un régulateur clé de la traduction de ' ARNm de HIF2a et des réponses physiologiques
dépendantes de HIF2a chez la souris. Les souris IRP17 présentent une dérépression
traductionnelle de I'ARNm de HIF2a qui entraine le développement d’une polyglobulie en
raison d'une expression accrue de I'EPO, cible transcriptionnelle connue de HIF2o.
L'augmentation des taux d'EPO circulante chez les souris IRP17 entraine également une
suppression de I'ARNm de [I'hepcidine hépatique, processus qui favorise a son tour
I'nyperferrémie et la déplétion en fer dans les macrophages spléniques en raison de I'expression
non restreinte de la ferroporting#45448-4%0,

D’apres Wilkinson et al., IRP1 fonctionnerait comme un capteur d'oxygéne et de fer dans les
tissus. Dans des conditions normoxiques, IRP1 présente sous une forme liée a I’APO se fixe
sur une séquence IRE en 5’ de ' ARNm de HIF2a de maniére a bloquer sa traduction, ce qui
maintient les concentrations de HIF2a et d'EPO a un niveau bas. L'hypoxie ou I'augmentation
de I'apport en fer favorisent la conversion de I'APO en [4Fe-4S]-IRP1, qui agit comme une
aconitase cytosolique et ne se lie pas a 'ARNm de HIF2a, permettant ainsi la syntheése de
HIF2a. Cette réponse stimulerait 1'érythropoicse a la suite de l'activation transcriptionnelle de
I'EPO dépendante de HIF2a, ce qui permettrait de répondre aux besoins des tissus en oxygene

et de réduire le taux de fer sérique**°.
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Par ailleurs, la carence en fer induit I'inactivation de I'aconitase, I'hyperactivation de la protéine
kinase C (PKC) et I'induction du facteur de transcription PU.1, ce qui entraine la perturbation
de la maturation érythroide. Les effets de la carence en fer peuvent étre révertés par un

traitement & l'isocitrate, qui imite l'activité enzymatique de I'aconitase*46:4%2,

[11.5. Role des cytokines EPO et SCF dans la régulation extrinseque de I'érythropoiese

L'érythropoiese est contrdlée par deux cytokines majeures, I'érythropoiétine (EPO) et le facteur
des cellules souches (SCF), et leurs récepteurs de signalisation respectifs, EPOR et c-KIT.
EPOR et c-KIT sont essentiels au développement érythroide. Les souris déficientes en 1’un ou
I’autre de ces récepteurs meurent in utero en raison d'une érythropoi¢se hépatique feetale
altérée®? 45 KIT est exprimé dans les CSPH et est régulé négativement lors de la
différenciation des CFU-E**®. EPOR est régulé positivement aprés I'engagement érythroide et
est exprimé jusqu'aux stades érythroblastiques les plus tardifs*’. On considére généralement
que c-KIT stimule la prolifération des progéniteurs au cours de I'érythropoiése précoce, tandis
que EPOR favorise la survie et la maturation a des stades ultérieurs, bien que leurs activités se
chevauchent et qu'il existe des preuves de régulation croisée**®4%!, En outre, c-KIT et EPOR
déclenchent des voies de signalisation similaires, notamment JAK2 (Janus Kinase 2)/STATS,
RAS (Rat sarcoma virus)/RAF (Rapidly Accelerated Fibrosarcoma)/MAPK et
PI3K/AKT#62483  Dans ce travail, nous développons les principales voies de signalisation
médiées par les interactions EPO/EPOR et SCF/c-KIT et la maniére dont ces interactions

cooperent dans la régulation de I’érythropoiese.

[11.5.1. Transduction du signal de [|'érythropoiétine: principales voies de signalisation

dépendantes de I'interaction EPO/EPOR dans I"érythropoiese

I11.5.1.1. Activation du récepteur a I'érythropoiétine et de la tyrosine kinase JAK2 induite par EPO/EPOR
Le récepteur a I’EPO (EPOR) est présent principalement a la surface des CFU-E dans la moelle

osseuse (environ 1000 molécules EPOR/cellule). En revanche, les réticulocytes et les
érythrocytes matures ne possédent pas d'EPOR*“ L’EPOR existe sous la forme d’un
homodimére méme en 1’absence de ligand, chaque dimere étant composé d’un domaine
extracellulaire et d’un domaine intracellulaire ancrés dans la membrane cellulaire*®. Le

domaine extracellulaire est responsable de la fixation de I'EPO : il comporte deux paires de
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résidus cystéine conservés et un motif appelé WSXWS, qui représente la séquence d'acides
aminés tryptophane-sérine-X (acide aminé quelconque)-tryptophane-sérine. Le domaine
intracellulaire est responsable de la signalisation intracellulaire#®446®,

Bien que I’EPOR soit un membre de la superfamille des récepteurs de cytokines et ne possede
pas de domaine Kkinase, l'interaction EPO/EPOR induit une réponse biologique par
’intermédiaire de la JAK2, protéine a tyrosine kinase®®’. 1l a été suggéré que JAK2 sous sa
forme libre est maintenue dans un état inactif. En revanche, sous sa forme liée par son domaine
FERM avec ’EPOR, JAK2 est activable*®®,

Lorsque I'EPO se lie a son récepteur dimérique EPOR situé sur les progéniteurs érythroides, le
récepteur subit un changement de conformation qui rapproche les domaines intracellulaires des
deux monomeres*®4%° Ce processus a pour effet d’induire la phosphorylation des résidus
tyrosine de JAK2 ainsi que son autophosphorylation croisée®’468470 JAK2 ainsi activé
phosphoryle ensuite des résidus tyrosine situés sur le domaine cytoplasmique de I'EPOR qui
agissent comme des sites de recrutement et d’ancrage pour les protéines contenant des domaines
SH2 (Src homology region 2)*"*. Aprés leur fixation, ces protéines contenant des domaines SH2
sont phosphorylées au niveau de résidus tyrosine spécifiques. C’est par ce mécanisme que sont
activés les facteurs STAT, la voie de transduction dépendante de la PI3K/AKT, et celle des
MAPK?*3472-477 (Eigure 25).
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Figure 25. Activation des voies de signalisation intracellulaires par I'érythropoiétine (EPO).

Lorsque I'EPO se lie a son récepteur dimérique EPOR situé sur les progéniteurs érythroides, les deux
monomeéres du récepteur se rapprochent. Ce processus déclenche la transphosphorylation de JAK2 ainsi
que son activation. JAK2, a son tour, phosphoryle des résidus de tyrosine situés sur I'EPOR ainsi que
sur les facteurs STATS. Apreés la phosphorylation de I'EPOR, la PI3K, la phospholipase C (PLC) et la
protéine 2 liée au récepteur du facteur de croissance (GRB2) se lient au récepteur et sont activées, ce
qui entraine la stimulation de multiples processus de signalisation intracellulaire. La P13-K active son
effecteur en aval, AKT. La PLC catalyse I'nydrolyse du phosphatidylinositol bisphosphate (PIP2) en
deux seconds messagers : I'inositol trisphosphate (IP3) et le diacylglycérol (DAG). Enfin, GRB2 se lie
au facteur d'échange Ras-guanine son of sevenless (SOS) qui, a son tour, active Ras, lequel active la
voie classique de la MAPK impliquant Raf, MAPK/ERK kinase, et ERK. Enfin, I'EPO entraine des
modifications de la transcription des genes en réponse a l'activation de ces voies de signalisation
intracellulaires (D’aprés Burger et al., 2009%78).

111.5.1.2. Voie de signalisation des STAT induite par EPO/EPOR
Les protéines STAT sont caractérisées par leur double capacité a fonctionner comme des

médiateurs de signalisation cytoplasmique ou des facteurs de transcription, d’ou leur nom :
signal transducers and activators of transcription*’’.

A ce jour, sept protéines STAT ont été identifiées : STAT1, STAT2, STAT3, STAT4, STAT5
(STATS5A et STAT5B) et STAT64™. Les sept protéines STAT partagent un motif structurel
commun composé d'un domaine N-terminal suivi d'un domaine coiled-coil, d'un domaine de
liaison a I'ADN, d'un domaine SH2 et d'un domaine de transactivation C-terminal (Figure 26).
Les domaines N-terminal et SH2 médient la formation d’homo- ou d'hétérodimeéres, tandis que
le domaine coiled-coil fonctionne partiellement comme un signal de localisation nucléaire
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(NLS). L'activite transcriptionnelle et I'association a I'ADN sont déterminées par les domaines
de transactivation et de liaison a I'ADN, respectivement*’’.

Apres sa fixation a ’EPOR par l'intermédiaire de leur domaine SH2, le facteur STAT devient
lui-méme un substrat de JAK. La phosphorylation d’un résidu tyrosine conservé situé entre le
domaine SH2 et le domaine de transactivation C-terminal entraine la dimérisation de STAT
sous forme d’homo- ou d’hétérodiméres. La dimérisation est suivie de la translocation vers le
noyau, ou les dimeéres STAT se lient a des séquences palindromiques spécifiques situées dans
les régions promotrices des génes cibles, ce qui initie alors une réponse transcriptionnelle
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Figure 26. Organisation des domaines STAT.

Schéma montrant l'organisation des domaines de la protéine STAT. NT : région N-terminale, DBD :
domaine de liaison a I'ADN, TAD : domaine d'activation transcriptionnelle (Figure adaptée a partir de
Kiu et Nicholson*’).

La voie JAK2/STAT5 dépendante de I’EPO est essentielle a 1’activation de génes
fondamentaux qui favorisent la survie des progéniteurs, la prolifération et la différenciation
érythroide.

Au sein des progéniteurs érythroides, elle induit notamment 1’expression de BCL-XL, une
molécule anti-apoptotique*®?.

STATS5 contréle une étape déterminante pour la survie des érythroblastes précoces au cours de
I'érythropoiése normale. En effet, un déficit en BCL-xL induit in vivo par I’abolition de STATS5
dans des érythroblastes de souris entraine l'incapacité des érythroblastes précoces a progresser
dans la différenciation. Plus précisément, l'altération de la signalisation anti-apoptotique EPOR
chez les nouveau-nés STAT5a”-5b” dans des conditions de croissance rapide entraine I'apoptose
des progéniteurs les plus sensibles et provoque une anémie. Chez les adultes STAT5a”5b™, le
déficit de la signalisation anti-apoptotique EPOR peut en partie étre compensée par une
augmentation de la taille de la population éerythroblastique précoce. Il peut en résulter une
augmentation de I’apoptose accompagnée d’une amélioration des taux de production des GR
au détriment d'une expansion du tissu érythropoiétique*®3.

Par ailleurs, STATS5 a été identifie comme un facteur clé de la régulation du métabolisme
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ferrique érythroide in vivo. Le TFR1 et la protéine régulatrice du fer 2 (IRP2 ou Iron regulatory
protein 2), principal régulateur traductionnel de la stabilité de 'ARNm TFR1, sont des cibles
transcriptionnelles directes de STATS5. Dans des cellules érythroides d’embryons de souris
déficitaires en STATS, les niveaux d’expression de ces deux geénes ont ét¢ fortement diminués,
ce qui a provoqué une chute de I’absorption du fer. Cette carence en fer induite par le déficit en
STATS a entrainé une anémie microcytaire sévére*,

Récemment, des techniques complémentaires par RNA-seq et ChlP-seq ont été réalisées dans
des cellules érythroides murines afin d’identifier les génes cibles de pSTATS dépendants de
I'EPO. Parmi les génes de la voie EPOR-JAK2-pSTATS retrouvés, figurent des cibles directes
connues de pSTATS tels que Bcl2l1, Pim1 et Cish, ainsi que de nombreuses nouvelles cibles
susceptibles d'étre impliquées dans le déroulement de la différenciation des cellules érythroides,
notamment celles impliquées dans I'épissage de I'ARNm (Rbm25), la régulation épigénétique
(Suv420h2) et le renouvellement de I'EPOR (Clint1/EpsinR)*®°.

111.5.1.3. Voie de signalisation des MAP kinases induite par EPO/EPOR
L’interaction EPO/EPOR joue un rdle crucial dans 1'activation de la voie de signalisation des

MAPK kinases (MAPK ou Mitogen-activated protein kinases)*".

Cette voie implique la phosphorylation d’un résidu tyrosine de SHIP1 (SH2 domain containing
inositol polyphosphate 5-phosphatase 1), une phosphatase capable de se lier a ’EPOR dans sa
partie intracellulaire. L activation de SHIP1 entraine le recrutement de protéines adaptatrices
comme SHC (SRC homology and Collagen) et GRB2 (Growth factor receptor-bound protein
2)*. GRB2 se lie ensuite a la protéine SOS (son of sevenless), le facteur d'échange de
nucléotide guanine sur RAS, ce qui va permettre d’activer la protéine Ras, qui a son tour,
déclenche une cascade de phosphorylation, en activant la voie classique des MAPK qui inclue
la protéine RAF, les MAP kinase kinases MEK1/2, et les kinases ERK1/2 (Extracellular signal-
regulated kinase 1/2)*78487.

La voie des MAPK, nécessaire a I'expansion des progéniteurs érythroides humains, est a la fois
médiée par les signaux EPOR et c-KIT, les récepteurs EPOR et c-KIT étant stimulés par les
ligands EPO et SCF (Stem Cell Factor) respectivement*’848_Toutefois, seule la signalisation
EPOR semble étre capable de diriger la maturation érythroide terminale®®?. Des effets additifs
entre le SCF et I’EPO sur l'activation ont en outre été observés dans les lignées FDCER, mais

l'activation d’ERK via c-KIT a montré un effet plus puissant*®°.
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111.5.1.4. Voie de signalisation PI3K induite par EPO/EPOR
L’interaction EPO/EPOR conduit a I’activation de la voie PI3K qui active notamment son

effecteur en aval, la protéine kinase B (AKT)*'8.

Apreés la phosphorylation d'EPOR, la PI3K se lie au récepteur et s'active. PI3K activé convertit
alors le lipide membranaire phosphatidylinositole-4,5 bisphosphonate PI(4,5)P2 en
P1(3,4,5)P3. PI(3, 4, 5)P3 est un second messager essentiel a la translocation d'AKT vers la
membrane plasmique ou il est phosphorylé et activé par les kinases phosophoinositide-
dépendants (PDK) 1 et PDK2489-491,

AKT est une sérine/thréonine kinase. L'activation d'’AKT joue un role central dans les fonctions
cellulaires fondamentales telles que la prolifération, la survie ou encore la différenciation
cellulaire en phosphorylant une multitude de substrats situées en aval. A ce jour, plus de 150
protéines ont été identifiées comme des médiateurs impliqués dans la voie PISBK/AKT. Parmi
ces protéines cibles, figurent notamment les molécules pro-apoptotiques BAD et BAX, la
molécule anti-apoptotique BCL-XL, la kinase IKK, la caspase 9, les facteurs de transcription
GATAL, GATA2, FOXO3A et CREB et le coactivateur transcriptionnel P300 (Tableau 111)42,

Au cours de la maturation des progeéniteurs érythroides, AKT exerce ses effet anti-apoptotiques
et pro-survie par le biais de deux fonctions. La premiére fonction consiste a phosphoryler
certaines protéines pro-apoptotiques, ce qui a pour effet de les bloquer. Il s’agit par exemple
des protéines de la famille BCL2 (B-cell lymphoma 2) telles que BAX (BCL2-associated X) ou
BAD (BCL2 Associated Agonist Of Cell Death) ou encore la caspase 9%, La deuxiéme
fonction se rapporte a la régulation de certains facteurs de transcription qui peuvent induire
I’expression de genes anti-apoptotiques comme CREB (C-AMP Response Element-binding
protein)*®, la kinase IKB (inhibiteur de kappa B)*®’, ou encore la protéine MDM24%,
Cependant, la maturation érythroide des cellules transduites par AKT ne dépend pas
uniquement des signaux de survie ou de prolifération cellulaire induits par AKT. En effet, dans
un modeéle de maturation érythroide induite in vitro par I'EPO a partir de progéniteurs
érythroides de foie foetal, la régulation négative de I'expression de la kinase AKT par ARN
interférent, ou bien de son activité par I’hyperexpression d’une forme négative dominante
d’AKT, inhibe de maniére significative la formation de CFU-E ainsi que I'expression des genes
érythroides. Cela démontre qu’AKT soutient également la différenciation des cellules
érythroides induite par I’EPO*%,

Aussi, apres son activation, AKT peut transloquer vers le noyau ou elle peut activer plusieurs

substrats, tels que des facteurs de transcription responsables de la maturation cellulaire et de la
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progression de la différenciation érythroide®®,

AKT est capable d’activer certains facteurs de transcription nécessaires a la différenciation des
cellules érythroides. Par exemple, GATAL, qui représente un des facteurs de transcription les
plus importants dans la différenciation érythroide, est une cible phosphorylable par la voie
PISK/AKT*™4,

Dans les cellules erythroides, I'expression de l'inhibiteur tissulaire de la métalloprotéinase
matricielle (TIMP-1) est strictement dépendante de I'EPO et de GATAL. La voie PI3K/AKT
qui agit en aval de ’EPOR, phosphoryle directement le facteur de transcription GATAI1 au
niveau de la sérine 310 et ce dernier processus est nécessaire a I'activation transcriptionnelle du
promoteur de TIMP-1. L’expression par rétrovirus d'une forme mutée de GATA1 qui ne peut
pas étre phosphorylée au niveau de la sérine S310 retarde la cinétique de la différenciation

érythroide des cellules souches embryonnaires de souris GATA1M!150%,

Par ailleurs, la voie PI3K/AKT joue un rdle dans I’autophagie, processus indispensable a
I'élimination des organites tels que les ribosomes et les mitochondries (mitophagie) au cours de
I’érythropoicse. Le dysfonctionnement des protéines impliquées dans 1’autophagie entraine une
perturbation de la maturation érythroide, qui peut se traduire par une anémie, la libération de
cellules immatures par la moelle osseuse ou par d'autres anomalies hématologigques®¥2°%3,
Les travaux de Zhou et al. indiquent que le facteur de transcription FOXO3 (Forkhead box O3)
régule positivement l'activité de la voie PI3BK/AKT en transactivant la sous-unité catalytique
PIK3CA, qui induit a son tour une phosphorylation et une régulation positive de 1’activité
d'’AKT1. AKT1 activée catalyse ensuite la phosphorylation du facteur de transcription FOXO1
(Forkhead box O1), ce qui entraine la translocation de ce dernier vers le cytoplasme®®. Dans le
cytoplasme, FoxO1 induit finalement I’autophagie en se liant a ATG7, un régulateur clé de la
formation des autophagosomes®®. 11 est a noter qu’AKT peut phosphoryler FOXO3 sur le
résidu S253 et provoquer subséquemment la translocation de FOXO3 vers le cytoplasme.

FoxO3a se lie ensuite & 14-3-3 et cette interaction favorise sa dégradation par le protéasome®°.
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Substrats d’AKT Sites de phosphorylation | Fonctions associees

BAD S136 Molécule proapoptotique ; sa phosphorylation
inhibe 1’apoptose

BAX S184 Molécule proapoptotique ; sa phosphorylation

inhibe 1I’apoptose

BCL-XS S106 Molécule anti-apoptotique ; essentiel a la
différenciation érythroide

IKK S23 Kinase ; sa phosphorylation active NF- KB

GATAl S310 Facteur de transcription; sa phosphorylation
favorise la différenciation érythroide

GATA2 S401 Facteur de transcription; régulation de Ila
prolifération et de la maintenance des
progéniteurs érythroides ; sa phosphorylation

inhibe son activité

Caspase 9 5183, S196 Protéase impliquée dans 1’apoptose ; sa

phosphorylation inhibe son activité

FOXO3A T32, S253, S315 Facteur de transcription indispensable a la
maintenance de long terme des CSH; sa

phosphorylation inhibe son activité

CREB S133 Facteur de transcription; sa phosphorylation

augmente la transcription des génes de survie

P300 S1834 Co-activateur transcriptionnel ; sa
phosphorylation augmente 1’activit¢ HAT de
P300

Tableau Ill. Substrats de la voie PI3BK/AKT, sites de phosphorylations et fonctions associées.

CSH : Cellule Souche Hématopoiétique ; HAT : Histone Acétyl Transférase (Tableau adapté a partir de
Jafari et al., 2018%?).
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La PI3K peut étre activée par I’EPO par deux autres mécanismes qui différent de 1’association
directe de la PI3K avec I'EPOR. Ce sont la phosphorylation de GAB (growth factor—bound
protein (Grb)-associated binder) et la phosphorylation des protéines adaptatrices de la protéine
IRS2 (Insulin receptor substrate 2). Chacun de ces mécanismes conduit a la phosphorylation
des effecteurs en aval de la Pl 3-kinase : AKT, FKHRLL1 et P70S6-kinase. De plus, I’activation
de PI 3-kinase médie la prolifération induite par I'EPO par la régulation négative de I'expression
de p27Kip14%,

111.5.1.5. Voie de signalisation de la phospholipase C induite par EPO/EPOR
La voie de signalisation impliquant la phospholipase C (PLC) et son substrat le

phosphatidylinositol (4,5) bisphosphate (PIP2) qui génére les messagers secondaires IP3 et
DAG pourrait étre impliquée dans [I’érythropoiese. En effet, dans les cellules
érythroleucémiques UT7/EPO, I'EPO induit la phosphorylation d’un résidu tyrosine de la
phospholipase C-gamma 1 (PLC-gamma 1). L'activation de la PLC-gamma 1 qui en résulte
entraine la production d’inositol 1,4,5-trisphosphate (Ins-P3) puis la mobilisation du calcium
des réserves intracellulaires®’.

La protéine kinase C (PKC), effecteur qui agit en aval de la voie du PLC au niveau de la
membrane s’active en réponse aux seconds messagers que sont le calcium (Ca2+) et le
diacylglycérol (DAG)*®. PKC est impliquée dans l'activation de multiples cibles de la
signalisation de I’EPO, mais son role exact dans la transduction du signal d’EPOR et dans la
régulation de la prolifération et de la différenciation des érythroides reste mal connu®®, Il a été
démontré que la stimulation par I’EPO induit une différenciation érythroide des cellules CD34+
qui s'accompagne d'une régulation positive des niveaux d’expression des isoformes de PKC,
ainsi que leur translocation nucléaire. Inversement, la régulation négative de I'expression des

isoformes de PKC inhibe la différenciation érythroide des cellules CD34+ induite par I'EPO®™,

[11.5.2. Transduction du signal du SCF et coopération entre EPO/EPOR et SCF/c-KIT dans
I"érythropoiese

111.5.2.1. Voie de signalisation de STATS5 induite par SCF/c-KIT
Dans les proerythroblastes, la phosphorylation de la tyrosine de STATS5, cible située en aval de

la protéine non-récepteur a tyrosine kinase JAK2, est médiée par I'EPO mais pas par le SCF*,
Cependant, la stimulation de c-KIT par son ligand SCF intervient dans la régulation de la voie

EPOR-STAT5-Bcl-x(L) de maniere a favoriser la survie, la prolifération et la différenciation
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des progéniteurs érythroides. En effet, en I'absence de GATAL, ¢-KIT induit I’expression de la
molécule anti-apoptotique BCL2, ainsi que celles de ’EPOR, de STATS5 et de BCL-XL, ce qui
lui permet d’agir en synergie avec EPOR dans la prolifération et la survie des progéniteurs
érythroides. Par la suite, I’expression de GATAI entraine la différenciation érythroide
terminale, une régulation négative de c-KIT et de BCL2, et une régulation positive d’EPOR et
de BCL-xL, conduisant a une augmentation significative de la survie des progéniteurs
érythroides en cours de différenciation®*,

D’autres données montrent qu’une activation de STATS dépendante de c-KIT via JAK2 pouvait
se produire dans les cellules hématopoiétiques primaires immatures de souris. En effet, dans
des cellules WT ¢S5 (constitutively activated Stat5a mutant), le SCF seul a induit une
phosphorylation robuste de STATS5, qui a été renforcée par la combinaison de I'EPO et du SCF.
Dans les cellules EPOR™-cS5 et JAK27-cS5, I'activation de STATS a également été induite
par le SCF. Par ailleurs, 1’activation de ¢S5 dépendante du SCF est complétement dépendante
de I'activité kinase de c-KIT, étant donné qu’elle est bloquée par I’imatinib, un inhibiteur de c-
KIT. A partir de ces données, Grebien et al. propose un modéle dans lequel EPOR et c-KIT
coopérent de maniére a activer la voie JAK-STATS au sein des cellules hématopoiétiques
immatures, co-exprimant des récepteurs de cytokine et des récepteurs a tyrosine kinase de

facteurs de croissance?®.

111.5.2.2. Voie de signalisation des MAP kinases induite par SCF/c-KIT
Les MAP kinases p44/42 ERK1 et 2 sont phosphorylées par EPO ou SCF, SCF entrainant une

phosphorylation prolongée et plus importante d'ERK1 et 2 par rapport & EPO*®,

De nombreuses études montrent que la régulation négative de la signalisation c-KIT est une
condition préalable a la différenciation terminale dirigée par EPOR/STATS5. Par exemple, Haas
et al montre qu’une mutation activatrice de c-KIT bloque la différenciation érythroide, via la
signalisation médiée par les MAPK et que ce phénotype est partiellement corrigé par I'inhibition
des MAPK5®2, Plus précisément, la signalisation MAPK induite par KIT rend les cellules
résistantes aux signaux de différenciation declenchés par EPOR, ce qui favorise I'état
indifférencié des cellules éerythroblastes. En effet, dans un modéle de souris qui exprime de
facon inductible un récepteur KIT portant une mutation activatrice (KITP86Y), la signalisation
prolongée de KIT entraine une expansion des précurseurs érythroides et interfere avec la
maturation terminale au-dela du stade d'érythroblaste. Les érythroblastes primaires KITP816V
conservent en outre I'expression des facteurs c-MYC, c-MYB et GATA2 associés aux cellules

progénitrices et produisent une régulation positive insuffisante sur I’expression des facteurs de
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transcription érythroides GATAL, KLF1 et TALL. De plus, ces cellules sont caractérisées par
une activation constitutive de la voie de la protéine kinase activée par des agents mitogénes
(MAPK), une expression élevée de LYN, membre de la famille SRC kinase, et une altération
de Il'activation d'AKT en réponse a I’EPO. Ce blocage de la différenciation est partiellement
corrigé par l'inhibition de la MAPK, et complétement corrigé par I'inhibiteur multikinase
Dasatinib®2,

Il a été en outre démontré que l'expression de K-ras entraine un blocage partiel de la
différenciation érythroide et une hyperactivation de la signalisation des MAPK®, Inversement,
I'inactivation de la protéine ERK accélere la différenciation érythroide des cellules tandis que
I'activation de MEK1 y fait obstacle®,

En faveur de ces études, une analyse récente par spectrométrie de masse de la dynamique des
phosphoprotéomes combinée a un criblage CRISPR/Cas9 ciblé sur les kinomes a démontré que
la régulation négative de I'axe de signalisation c-KIT/MAPK est un facteur clé de la maturation.
L'activité de c-KIT et la phosphorylation de ERK2 sont en effet régulées négativement avant la
perte d'activité dEPOR/JAK2 et la maturation érythroide est accélérée par I'inhibition des
composants de signalisation MAPK/ERK. Ces études suggérent qu’il se produit une transition
de l'activité Ras/MAPK/ERK dominante de c-KIT vers l'activité EPOR/STATS au cours de

I'érythropoiése®®?,

111.5.2.3. Voie de signalisation PI3K/AKT induite par SCF/c-KIT
Dans les CSH, la signalisation PI1-3 kinase/PKB induite par la stimulation du récepteur c-KIT

par son ligand SCF est essentielle a I'activation de ERK. En effet, en l'absence de ’activité PI-
3 kinase, I'activation de RAS est insuffisante pour I'activation de ERK induite par SCF. De plus,
la différenciation des CSH entraine un passage d’une activation de ERK dépendante de la PI-3
kinase a une activation indépendante de la PI-3 kinase. Aussi, la signalisation PI-3 kinase/PKB
intervient dans le maintien des cellules progénitrices hématopoiétiques a I'état multipotent et un
changement de signalisation moléculaire dans la voie c-KIT se produit lors de la différenciation
des cellules progénitrices/souches hématopoiétiques immatures en types de cellules plus
engagées®™®. D’aprés Arcasoy et al., la phosphorylation d'AKT, molécule de signalisation en
aval de la PI3K est médiée principalement par SCF*%,
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111.5.2.4. Voie des kinases de la famille SRC induite par SCF/c-KIT
La stimulation de c-KIT par SCF active plusieurs voies de signalisation précoces distinctes,

notamment la phospholipase C gamma, la phosphatidylinositol 3-kinase, GRB2 et GRB7, ainsi
que les kinases de de la famille SRC (SFK). SRC medie la signalisation Ras/MAPK.
SRC joue un réle essentiel dans la régulation de la croissance, de la prolifération et de la
coopération avec EPOR en aval de KIT#956 En effet, au sein des cellules progénitrices
érythroides G1E-ER2SRC mutantes KIT déficientes en SRC, il a été constaté que l'altération
de la coopération entre le mutant KIT et EPOR était associée a une réduction de la
transphosphorylation d'EPOR et de I'expression de c-MYC. De fagon remarquable, la
restauration de la seule voie SRC dans les cellules mutées KIT déficientes dans I'activation de
toutes les voies de signalisation précoce permet de restaurer 50% de la prolifération en réponse

a la stimulation KIT et de restaurer complétement la coopération avec EPOR*,

Parmi les kinases de la famille SRC, LYN (Lck/Yes novel tyrosine kinase) est connue pour jouer
un role subsidiaire important dans la régulation du compartiment érythroide. D’apres Slavova-
Azmanova et al., LYN facilite la production normale d'érythrocytes en influencant les
différentes étapes de I'expansion et de la maturation des progéniteurs érythroides ainsi que leur
survie. Cette protéine tyrosine kinase favorise les signaux pro-survie GAB2/AKT/FoxO3
(forkhead box 0O3), la rétroaction négative des signaux JAK2/STATS5 et ERK1/2 via la
phosphotyrosine phosphatase SHP1 (Src homology 2 domain-containing protein tyrosine
phosphatase 1)°7.

De plus, il a été démontré que LYN, via des mécanismes intrinséques aux cellules érythroides,
favorise I'expansion des cellules progénitrices au-dela du stade KIT*/CD71"9" ainsi que le
développement ultérieur & un stade avancé®'®. Dans des érythroblastes murins déficients en
LYN, l'altération de la signalisation intracellulaire, a la fois dépendante et indépendante de
I'EPO, perturbe de maniére significative la viabilité des cellules érythroides, en particulier au
cours des derniers stades de leur développement®’. Une conséquence potentielle est que les
niveaux de progéniteurs et de précurseurs érythroides s’élévent en réponse au défaut de leur
maturation/viabilité a un stade avancé. Cependant, I’expansion érythroide restant insuffisante,
une anémie liée a I'age se développe®l®®%, En effet, des souris déficientes en LYN ont présenté
des précurseurs érythroides avec des niveaux de STAT5, EKLF et GATAL réduits de maniere
significative ainsi qu’une production extramédullaire de GR, caractéristique d'un érythropoiése
de stress qui compense les défauts érythroides intrinséques et extrinséques®®. L’équipe de

Karur et al. décrit dans un modeéle murin LYN” un mécanisme compensateur, par lequel des
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érythroblastes dérivés de moelle osseuse, expriment des niveaux accrus d'AKT et de p60-Src

activés ainsi que des niveaux réduits de protéine kinase-2 associée a la mort>28,

[1.5.3. Régulation négative de la voie JAK2/STATS dans I"érythropoiese

111.5.3.1. Réle des protéines G domaine SH2 : SHP1 et SH2B3
L'activité de STATS est régulée par les mécanismes d'inhibition de la protéine-tyrosine

phosphatase SHP1 et de la protéine adaptatrice SH2B3 (Src homology 2 B adaptor protein 3)
également appelée LNK (Lymphocyte specific adapter protein)®2.

La tyrosine phosphatase SHP1 contenant le domaine SH2 régule négativement la
différenciation érythroide et la suppression de I'apoptose. En effet, son recrutement au niveau
d’un segment de 'EPOR entraine la déphosphorylation de JAK2 et la régulation négative des
signaux de I'EPOR®?%, Dans les cellules érythroleucémiques J2E, elle intervient notamment
dans I’inactivation des cibles qui sont cruciales a l'induction de la voie JAK/STAT ainsi que de
la voie Ras/Raf/MAP kinase médiées par 'EPO%%,

Appartenant a la famille des protéines adaptatrices LNK/SH2B, LNK contient trois domaines
fonctionnels : un domaine de dimérisation (DD) et des motifs riches en proline a I'extrémité
amino-terminale (NT), suivis d'un domaine central d'homologie de Pleckstrin (PH) et d'un
domaine d'homologie 2 de Src (SH2)%%*. Bien que I'expression neuronale et endothéliale ait été
démontrée®>>2’  LNK est principalement exprimée dans les cellules et tissus
hématopoiétiques, en particulier dans les cellules souches hématopoiétiques (CSH) et les
progéniteurs lymphoides et myéloides®®. Des techniques d'imagerie ont montré que LNK se
localisait principalement au niveau de la membrane plasmique dans les lignées 293T et BaF/3,
tandis que la protéine était retrouvée en grande majorité dans la région périnucléaire dans les
cellules COS-7 avec une localisation membranaire mineure®%°%,

Le domaine SH2 de LNK (ou SH2B3) assure la médiation de la plupart des effets biologiques
par le biais d'interactions avec ses partenaires de signalisation phosphorylés, notamment les
récepteurs de cytokines et de tyrosine kinase (EPOR, ¢-KIT) ou les kinases (JAK2)>31°% Dans
des modeles murins LNK™, il a été démontré que LNK posséde un effet inhibiteur global sur
la prolifération des CSH, des progéniteurs lymphoides et myéloides, ainsi que des cellules
matures, principalement des lignées érythroides et mégacaryocytaires®?4°2853:53%  pjys
specifiqguement, LNK inhibe I'érythropoiése en modulant la signalisation médiée par des
cytokines spécifiques de la lignée érythroide, notamment I'EPO. En effet, les souris déeficientes
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en LNK présentent un nombre accru de progéniteurs érythroides et les UFC-érythroides (UFC-
E) de la rate sont hypersensibles a I'EPO. Inversement, la surexpression de LNK dans les
progeniteurs érythroides inhibe la différenciation érythroide dépendante de I'EPO et induit
I'apoptose. Sur le plan fonctionnel, c’est par l'intermédiaire de son domaine SH2, LNK (ou
SH2B3) atténue directement la phosphorylation d'EPOR et donc l'activation de JAK2, ce qui
lui permet d’inhiber les principales voies de signalisation induites par EPO/EPOR et notamment

les voies STATS et MAPK dans les érythroblastes primaires®?453!,

111.5.3.2. Réle des protéines de la famille CISH/SOCS

Au sein de la famille CISH/SOCS (cytokine inducible SH2-containing protein/suppressor of
cytokine signalling) des protéines inductibles par les cytokines, CISH ainsi que les suppresseurs
de la signalisation des cytokines SOCS1 et 3, se sont avérés étre les inhibiteurs les plus puissants
de la signalisation de I'EPO®75%8, En effet, dans des lignées de cellules hématopoiétiques
sensibles a I'EPO, la surexpression de CISH, de SOCS1 ou de SOCS3 régule négativement la
prolifération cellulaire médiée par I'EPO, ainsi que la phosphorylation de STATS5. En revanche,
SOCS?2 s’est montré moins efficace, et SOCS4 inefficace dans la neutralisation de ces processus
médiés par I'EPO°%,

Une caractéristique clé de la famille CISH/SOCS est la présence d'un domaine SH2 et d'une
boite SOCS. De maniére générale, il a été suggéré que le domaine SH2 fonctionne comme un
domaine de liaison a la phosphotyrosine, tandis que la boite SOCS favorise I’interaction avec
la culline 5/2 qui intervient dans la formation d'un complexe ubiquitine ligase E3%39-°4,
La protéine SOCS1 favorise ’ubiquitinylation et la dégradation médiée par I’UPS de la protéine
JAK2 activée, par I'intermédiaire de son activité ubiquitine ligase E3. Ce processus fait
intervenir la boite SOCS C-terminale de SOCS1 ainsi que la phosphorylation de JAK2%2. De
plus, SOCS1 a la capacité d’inhiber directement I'activité catalytique de trois membres de la
famille JAK: JAK1, JAK2 et TYK2. Cette activité repose sur un court motif, situé
immédiatement en amont du domaine SH2, connu sous le nom de KIR (kinase inhibitory
region), qui bloque le sillon de liaison au substrat de la kinase®*3.

SOCS3 (Suppressor of cytokine signaling 3), encore appelé CIS3 (cytokine-inducible SH2
protein-3) ou SSI3 (STAT-induced STAT inhibitor 3), est également capable d’inhiber la
prolifération médiée par I'EPO et l'activation de STATS. Plus précisement, SOCS3 se lie a
I'EPOR ainsi qu'a JAK2 dans les progéniteurs érythroides et les cellules Ba/F3 exprimant
I'EPOR. L’interaction de SOCS3 avec JAK2 via le domaine SH2 de SOCS3 est une condition
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préalable a l'inhibition du signal de I'EPO, tandis que I’interaction avec EPOR augmente I'effet
négatif de SOCS3 sur la signalisation de I'EPO, comme la prolifération des cellules Ba/F3
dépendante de I'EPO et l'activation de JAK2-STAT5. Cependant, bien que SOCS3 soit un
inhibiteur bien connu de JAK2 de type sauvage, cette protéine potentialise I'activité de
JAK2VSIF En effet, au lieu d'agir comme un suppresseur, SOCS3 augmente la prolifération
des cellules exprimant a la fois JAK2V!'F et EPOR. De plus, le renouvellement de SOCS3 est
inhibé par 1’activité kinase mutante de JAK2, ce qui est corrélé a une phosphorylation marquée
de la tyrosine de la protéine SOCS3. Ainsi, les cellules mutées JAK2V6YF en
hyperphosphorylant SOCS3, pourrait exploiter SOCS3 de maniere a surmonter la régulation
normale de SOCSS3 et potentialiser leur capacité myéloproliférative>®.

Le gene suppresseur de tumeur SOCS2 est un antagoniste non seulement de JAK2 de type
sauvage (JAK2"Y, mais aussi de JAK2V8F, SOCS?2 se lie vraisemblablement aux récepteurs
des cytokines®*®. Il a été démontré, dans des lignées cellulaires dérivées de leucémie myéloide
aigué mutante JAK2Ve1F (JAK2™), que le knockdown de SOCS2 induit une augmentation de
la phosphorylation constitutive de STATS5, tandis que la surexpression de SOCS2 inhibe sa
phosphorylation, ce qui confirme que SOCS2 agit comme un antagoniste de JAK2V61'F, Selon
Hookham et al., la régulation négative de I'expression du géne SOCS2 dans les syndromes
myéloprolifératifs, pourrait constituer une deuxiéme étape importante dans la croissance

cellulaire indépendante des cytokines, faisant suite & I'activation de l'oncogéne JAK2V617F 547,

111.5.3.3. Autres molécules intervenant dans la régulation négative de STAT5

PIM1 est un proto-oncogéne qui code la sérine/thréonine kinase du méme nom. PIM1 est
capable d’interagir avec SOCS1 et SOCS3 de manicre a potentialiser leurs effets inhibiteurs sur
STATS, tres probablement via la stabilisation des protéines SOCS par phosphorylation, ce qui
a pour effet d’inhiber la transcription dépendante de STATS dans plusieurs lignées cellulaires
sensibles aux cytokines®*.

CLINTL1 (clathrin interactor 1) est impliqué dans I'endocytose médiée par la clathrine, qui est
le mécanisme par lequel les progéniteurs érythroides acquiérent du fer via la liaison
transferrine-fer au TFR1 ; il a été également signalé qu'il est impliqué dans l'internalisation
d'EPOR549’550.

Les génes codant CISH, SOCS3, PIM1 et CLINT1 ont été identifies comme des génes cibles
de STATS. Aussi, ces protéines pourraient étre des composants d'un mécanisme de rétroaction

négative qui permet & STATS d'atténuer sa propre activité*®>5%, Récemment, des techniques
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complémentaires par RNA-seq et ChlIP-seq réalisées dans des cellules érythroides murines ont
permis de retrouver d’autres génes cibles de pSTATS dépendants de 1'EPO, tels que BCL2L1
ou des geénes impliqués dans I'épissage de 'ARNm (Rbm25) ou la régulation épigénétique
(Suv420h2)485,

Enfin, il est & noter que la famille des protéines 14-3-3 est capable d’antagoniser 1’action
inhibitrice de LNK sur la voie JAK2/STATS5. Les protéines 14-3-3 sont des polypeptides acides
de 28 a 33 kDa. Hautement conservées, sept membres de la famille sont présents chez les
mammiféres : B, v, €, o, T (également appelé 0), et 1. Les protéines 14-3-3 sont capables
d'interagir avec de nombreuses protéines différentes grace a leur activité spécifique de liaison
phospho-sérine/phospho-thréonine. Toutefois, toutes les interactions ne sont pas dependantes
de la phosphorylation®!. Dans les CSH de souris, la liaison de 14-3-3 & LNK permet de
séquestrer LNK dans le cytoplasme en le tenant a I'écart de JAK2, qui est associée a la
membrane plasmique, ce qui limite I’interaction LNK/JAK2 et explique ainsi les effets positifs

de 14-3-3 sur la prolifération cellulaire>®?,

[11.5.4. Un exemple de pathologie impliquant une hyperactivation de la voie JAK2/STATS : la
polyglobulie de Vaquez

La polyglobulie vera ou polyglobulie primitive de Vaquez (PV) est une maladie
myeéloproliférative acquise a caractere clonal, caractérisée par la présence d'une polyglobulie
diversement associée a une thrombocytose, une leucocytose et une splénomégalie. Cette
maladie apparait dans une cellule progénitrice hématopoiétique multipotente qui entraine
principalement la production accrue et incontrolée de GR, et le plus souvent, celle des
leucocytes, des plaquettes et de leurs progéniteurs morphologiquement normaux, en I'absence
d'un stimulus identifiable et a I'exclusion de I'nématopoiése non clonale®®,

Dans la PV, Les progéniteurs sont hypersensibles a I’'EPO et a d'autres cytokines®*,

Le géne JAK2 impliqué dans la signalisation intracellulaire est muté chez plus de 90 % des
patients atteints de PV. Cette mutation activatrice appelée JAK2V6'’F est également observée
dans 50 a 60 % des cas de myélofibrose primaire et 50 % des cas de thrombocytémie
essentiellg®%7,

Les études cytogénétiques montrent la présence d'un caryotype anormal dans les cellules
progeénitrices hématopoiétiques chez environ 34 % des patients atteints de PV. Au moment du
diagnostic, 20 % des patients présentent des anomalies cytogénétiques, ce chiffre passant a plus

de 80 % chez ceux qui bénéficient d'un suivi de plus de 10 ans. La moelle osseuse des patients
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atteints de PV contient des cellules souches clonales anormales qui suppriment la croissance et
la maturation des cellules souches normales. La cause de la panmyélose est une prolifération

néoplasique dysrégulée>®,

I1.5.4.1. Mutation activatrice JAK2V®17F

A T’état physiologique, lorsque I'EPO interagit avec son récepteur EPOR a la surface de la
membrane de I'érythroblaste, les monomeres intracellulaires du récepteur se rapprochent, ce qui
transactive la protéine JAK2 par phosphorylation. JAK2 phosphorylée entraine ensuite
I’activation en aval de voies de signalisation et en particulier ’activation et la dimérisation de
STATS, facteur de transcription qui peut alors se transloquer vers le noyau et induire
I’expression de genes érythroides.

Chez la plupart des patients atteints de PV (> 90 %), James et al. ont identifié une mutation
clonale unique dans le domaine pseudo-kinase JH2 du gene JAK2. Cette mutation, une
substitution valine-phénylalanine en position d'acide aminé 617 (JAK2V5F) provoque
I’activation spontanée de JAK2, qui induit constitutivement l’activité transcriptionnelle de
STATS5 en I’absence d’EPO et favorise I'hypersensibilité aux cytokines ainsi que
Iérythrocytose. Par ailleurs, il a été démontré que des souris greffées avec des cellules de
moelle osseuse exprimant JAK2V61F développent une polyglobulie et une splénomégalie®*.

I11.5.4.2. LNK dans le contexte JAK2V*17F

Des études NGS ont révélé que plus de 50 % des patients atteints de PV présentent des
variantes/mutations de la séquence d'’ADN différentes de celles de JAK2, les plus fréquentes
étant TET2 (18 %), ASXL1 (15 %) et LNK (3 %)>%°%, Dans le contexte des néoplasies
myeéloprolifératives (NMP), les premieres études analysant le réle de LNK ont montré que son
expression est régulée positivement dans les cellules CD34+ et les plaquettes des patients NMP,
notamment dans les cas JAK?2V617F+ 534561

Des analyses biochimiques ont montré que LNK est non seulement capable de se lier a JAK2
de type sauvage mais aussi a JAK2V8Y'F principalement par l'intermédiaire de son domaine
SH2533534561 gy |e plan fonctionnel, le contexte JAK2V617F ne semble pas modifier I'inhibition
de la voie de signalisation JAK/STAT par LNK. En effet, LNK diminue la signalisation médiée
par JAK2V8Y'F dans les cellules hématopoiétiques Ba/F3-EPOR et HEL (érythroleucémie,
JAK2V617F+)534'561_

Il a été suggéré qu’une double altération des genes JAK2 et LNK serait synergique et favoriserait
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davantage le phénotype transformé des cellules mutantes®?4%%2 En effet, I'expression de
JAK2VIF dans des cellules de moelle osseuse murine déficientes en LNK a rendu les cellules
significativement plus sensibles a la transformation par l'oncogene JAK2 par rapport aux
cellules de type sauvage dans les tests clonogéniques et a accéléré I'apparition de la PV
JAK2VOLF chez les souris®1°®3, Autrement dit, LNK entraverait la capacité de transformation
oncogénique et pourrait donc étre considérée comme un suppresseur de tumeur dans les

maladies myéloprolifératives.

IV. R6le des HDAC dans la régulation de I’hématopoiese

[V.1. Les HDAC dans le maintien de ’'homéostasie des CSH

IV.1.1. Classe | des HDAC dans le maintien de 'homéostasie des CSH
HDAC1 et HDAC2 sont des HDAC de classe | qui jouent un role essentiel dans la régulation

de I'noméostasie des CSH. La délétion simultanée de HDAC1 et HDAC2 dans des modéles de
souris knock-out conditionnels entraine la perte de CSH et par conséquent une insuffisance
médullaire. De plus, la délétion spécifique a la moelle osseuse de SIN3A, co-répresseur majeur
de HDAC1/2, entraine la perte de HDAC1 et HDAC2%%,

Le niveau d’expression d’HDACI joue un rdle direct dans la détermination du destin cellulaire
des progéniteurs hématopoiétiques. Une surexpression d’HDAC1 dans des cellules
progénitrices hématopoiétiques transplantées dans des souris, favorise la différenciation
érythro-mégacaryocytaire au détriment de la différenciation myéloide. A Dinverse, le
knockdown d’HDAC1 médié par un petit ARN interférent (SIRNA) dirigé contre I’ARNm
d’HDACI augmente la différenciation myéloide et perturbe la différenciation érythroide des
cellules progénitrices. Le profil d'expression d’HDACI est soumis a la régulation par les
facteurs de transcription hématopoiétiques. Par exemple, la transcription du gene HDACL est
réprimée par les C/EBPs (CCAAT-enhancer-binding proteins) au cours de la différenciation
myéloide, et activée par GATAL pendant la différenciation érythro-mégacaryocytaire®.
HDACS3 est une autre HDAC de classe | qui a été identifiée comme un régulateur négatif de
I'expansion des CSH humaines. In vitro, le knockdown spécifique du transcrit HDAC3 améliore
considérablement I'expansion des cellules CD34+ sans affecter la différenciation cellulaire®®®.
Par ailleurs, HDAC3 est essentielle a la production des cellules progénitrices lymphoides les

plus précoces et a I’auto-renouvellement des CSH. Une délétion conditionnelle d’HDAC3 a été

99



réalisée chez des souris en utilisant le transgéne VVav-Cre. Les souris transgeniques déficitaires
en HDACS étaient viables, mais présentaient une perte spectaculaire des cellules T et B. De
plus, les cellules souches et progénitrices HDAC3™ ne proliféraient pas et la plupart des cellules
restaient indifférenciées®’.

Chez les embryons de poisson-zebre, I'émergence des CSH a partir de la paroi ventrale de l'aorte
dorsale (c'est-a-dire I'endothélium hématogéne) est contrdlée par le corépresseur nucléaire
NCOR?2 (nuclear receptor co-repressor 2)°%8. Au cours de ce processus, NCOR2 coopére avec
HDACS3 de facon a réprimer la transcription de FOS. Lorsque NCOR?2 est désactive, FOS est
régulé positivement, ce qui induit l'expression de VEGFD puis le renforcement de la
signalisation Notch. L’activation de Notch entraine subséquemment la répression de la
spécification endothéliale hémogéne, qui est une condition préalable a I'émergence des CSH®®°.
Par ailleurs, HDACS3 est capable de s’associer avec le facteur de transcription GATA2 dans le
noyau, ce qui a pour effet de réprimer ’activité transcriptionnelle de GATA?2, et donc d’inhiber
ses effets dans la survie et la prolifération des CSH>™,

Un autre membre des HDAC de classe I, HDACS8 joue un réle clé dans le maintien de la
repopulation hématopoiétique a long terme. HDACS interagit avec la protéine p53 et module
I'activité de cette derniére par désacétylation. Les cellules souches hématopoiétiques de long
terme (CSH-LT) déficientes en HDAC8 présentent une hyperactivation de p53 et une

augmentation de I'apoptose en cas de stress génotoxique et hématopoiétique®’™.

IV.1.2. Classes Il et Il des HDAC dans le maintien de ’lhoméostasie des CSH
Certains membres des HDAC de classe Il et de classe Ill sont également impliqués dans

I'hnoméostasie et le vieillissement des CSH. HDACS5, membre de la famille des HDAC de classe
Ila, controle le trafic des CSH vers la moelle osseuse (homing) en induisant la régulation
négative de la transcription du récepteur membranaire CXCR4 via la désacétylation de p65,
sous-unité de NF-kB. L’interaction entre le récepteur membranaire CXCR4 (chemokine C-X-C
receptor-4) et son ligand SDF-1 (Stromal cell-derived factor-1) est considérée comme un pivot
essentiel du processus de homing®’2.

Lors de l'inhibition d’HDACS, la protéine acétylée p65 se lie a la région du promoteur de
CXCR4, ce qui a pour effet d’augmenter la transcription du récepteur membranaire CXCR4
puis d’améliorer le homing médié¢ par SDF-1/CXCR4 ainsi que la prise de greffe des CSPH
humaines®”.

Plusieurs études montrent que les sirtuines, membres de la classe 111 des HDAC, pourraient
protéger les CSH contre le vieillissement®™, La sirtuine SIRT1 joue un réle clé dans le maintien
homéostatique du pool de CSH, en favorisant la localisation et I'activation nucléaires de son
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substrat FOXO03. Les CSH jeunes dépourvues de SIRT1 présentent plusieurs caractéristiques
communes avec les CSH normales dgées, telles qu’une accumulation d’ADN endommagé ou
un profil d'expression de molécules associé a un phénotype agé. Cela suggere que SIRT1
pourrait étre impliquée dans le retardement du vieillissement des CSH. De plus, SIRT1
intervient dans la régulation de la spécification de lignée dans les CSH. En effet, la perte de
SIRTL1 est associee a une anémie et a une expansion significative du compartiment myéloide,
en particulier des progéniteurs granulocytes-monocytes (GMP), au détriment du compartiment
lymphoide®”.

SIRT3 est un autre régulateur essentiel du vieillissement physiologique des CSH. Cette sirtuine
réduit le stress oxydatif en modulant l'acétylation globale des protéines mitochondriales.
L’expression de SIRT3 diminue avec l'dge, ce qui contribue a I’augmentation des niveaux de
ROS et donc a la détérioration de la fonction des CSH agées. Il a été démontré que la régulation
positive de SIRT3 dans les CSH agées permettait d’améliorer leur capacité de régénération®’®.
L'histone deésacétylase SIRT6 est également nécessaire a I'homéostasie des CSH. La delétion
de SIRT6 entraine une hyperprolifération anormale des CSH induite par une activation
aberrante de la signalisation WNT. Sur le plan mécanique, SIRT6 réprime la transcription des
genes cibles de WNT en interagissant avec le facteur de transcription LEF1 et en désacétylant
I'histone 3 au niveau du résidu lysine 56 (H3K56ac). L'inhibition pharmacologique de la voie
WNT permet de corriger la prolifération aberrante et le défaut fonctionnel des CSH déficientes
en SIRT6>".

Enfin, SIRT7 favorise la capacité de régénération des CSH &gées en dirigeant une branche
régulatrice de la réponse mitochondriale aux protéines non pliées (UPRmt, mitochondrial
unfolded protein response). 1l a été suggéré que NFR1 (Nuclear respiratory factor 1), régulateur
clé des genes mitochondriaux, favorise le recrutement de la sirtuine SIRT7 au niveau des
promoteurs des genes codant les protéines ribosomales mitochondriales (mRP) et les facteurs
de traduction mitochondriaux (mTF), ou elle réprime I'expression des mRPs et des mTFs, et
donc l'activite et la prolifération mitochondriales. L'inactivation de SIRT7 au sein des CSH a
entrainé une réduction de leur quiescence, une augmentation du stress de repliement des
protéines mitochondriales (PFSmt) et perturbé leur capacité de régénération. Les CSH agées
sont caractérisées par une expression de SIRT7 reduite. Aussi, une régulation positive de SIRT7

permet d’améliorer leur capacité de régénération®’®,
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IV.2. Les HDAC dans la régulation de I'érythropoiese

Des études employant des pan-inhibiteurs des HDAC ont montré que les HDAC exercent des
fonctions trés diverses dans I'érythropoiese humaine adulte telles que la différenciation ou la
survie des précurseurs érythroides. En effet, les inhibiteurs FK228 et TSA favorisent la
génération de cellules érythroides a partir de cellules CD34" dans des cultures contenant de
I'IL-3 mais la supprime dans des cultures contenant de I'EPO. De plus, FK228 provoque
I'apoptose des cellules érythroides CD36*GPAY" et CD36*GPAMI" en présence d'EPO.

IV.2.1. Classe | des HDAC dans la différenciation érythroide terminale
Plusieurs ¢tudes indiquent qu’'HDAC1 et/ou HDAC2, membres de la classe I des HDAC, sont

intégrées dans des complexes impliqués dans la différenciation érythroide terminale, tels que
SIN3A (Switch-independent 3 family member A), NuRD (Nucleosome remodeling and
deacetylase) ou COREST (Corepressor of RE1 silencing transcription factor)®8:8?,

Le complexe corépresseur Sin3A-HDACI est capable d’interagir avec EKLF (Erythroid
Kruppel-like factor), un facteur de transcription spécifique des cellules érythroides qui joue un
role essentiel dans 1'activation du géne de la B-globine®®?. L’acétylation d’EKLF médiée par
CBP/p300 favorise son interaction avec le complexe de remodelage de la chromatine SWI/SNF,
et par conséquent 1’activation transcriptionnelle au niveau du promoteur du geéne de la B-
globine®®. Etant donné que le résidu lysine en position 302 (K302) de KLF est essentiel a
I'interaction EKLF-SIin3A, il a été postulé que la répression d'EKLF implique sa désacétylation
par HDAC1°%2, Dans les cellules érythroleucémiques murines MEL (murine erythroleukemia),
le recrutement de mSin3A/HDAC1 au niveau du site de liaison de la région 1VS2 (intervening
sequence 2) situé dans I'intron du géne de la B-globine est assuré par la protéine MeCP2 (methyl
CpG binding protein 2) associée a PU.1. Le complexe MeCP2-PU.1-mSin3A-HDAC se

détache de cette région au cours de la différenciation érythroide des cellules MEL®®,

De plus, I’acétylation d’HDACI joue un réle régulateur sur 1’activité du complexe NURD. Ce
complexe qui contient HDACI1 est nécessaire aux processus d’activation/répression génique
médiée par GATA. Lors du processus d’activation, HDACI1 est acétylée par p300/CBP, ce qui
entraine la perte de son activité désacétylase au sein du complexe NuRD qui exerce alors un
effet activateur sur les génes au cours de la différenciation érythroide dirigée par GATAL.
L'activation des génes médiée par NURD est probablement assurée par son activité de

remodelage des nucléosomes. Lors du processus de répression, le complexe NuRD peut

102



désacétyler les histones et remodeler la chromatine en une structure répressive®,

Les histones désacétylase HDAC1 et HDAC?2 font également partie d’un complexe répresseur
qui comprend CoREST, protéine qui se lie au domaine C-terminal du facteur de transcription
REST (repressor element-1 silencing transcription factor), I'nistone déméthylase LSD1 ainsi
que les répresseurs transcriptionnels Gfi-1 et Gfi-1b. Gfi-1b, en s’associant 8 COREST-LDS1,
recrute ces cofacteurs au niveau des promoteurs de plusieurs génes cibles, ce qui permet ensuite
au complexe d’induire la répression transcriptionnelle de ces derniers. L'inhibition de COREST
et de LSD1 perturbe la différenciation des cellules érythroides, mégacaryocytaires et
granulocytaires ainsi que des progéniteurs érythroides primaires. La déplétion de LSD1
déréprime les genes cibles de Gfi-1/1b selon des schémas spécifiques a chaque lignée et
augmente la méthylation H3-K4 des promoteurs cibles de Gfi-1b%%. Récemment, une isoforme
de Gfi-1B essentielle a la différenciation érythroide a été identifiée : il s’agit de Gfi-1B p32.
Générée par épissage alternatif, p32 est capable de recruter COREST-LSD1 lorsqu'elle est
diméthylée sur son domaine SNAG au niveau du résidu lysine 8 (K8). Sa capacité de
recrutement est plus grande en comparaison avec I’isoforme p37, bien que son niveau
d’expression soit moins ¢élevé. Le knock down sélectif de Gfi-1B p32 perturbe la différenciation

érythroide, tandis que son expression ectopique induit I'érythropoiése en I'absence d'EPO®®’.

Il est a noter qu"HDACT est aussi un coactivateur de I'expression du géne PU.1 impliqué dans
les processus d’auto-renouvellement hématopoiétique et de spécification de lignée. Sur le plan
mécanistique, HDACL1 désacétyle sa cible TAF9 (TATA-binding protein—associated factor 9),
composant du complexe TFIID (transcription factor 11D), ce qui permet a TAF9 de s’associer
au promoteur du gene PU.1 et d’activer son expression. Au cours de 1’érythropoiese, il se
produit une acétylation d’HDAC1 qui réduit son activité désacétylase et donc favorise la
formation de TAF9 acétylé. TAF9 acétylé perd non seulement sa liaison au promoteur, mais
entraine également le désassemblage du complexe TFIID au niveau du promoteur de PU.1, ce
qui conduit a la répression transcriptionnelle de PU.1, ce dernier processus étant associé a la
différenciation érythroide terminale®&-5%,

En outre, HDAC?2 est nécessaire a la condensation de la chromatine et a 1’énucléation qui en
découle. Dans des érythroblastes de feetus de souris, la régulation négative d’HDAC2 par un
shRNA (short hairspin RNA) a produit une inhibition significative de la condensation de la

chromatine et de I'énucléation?®.
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IV.2.2. Classe Il des HDAC dans la différenciation érythroide terminale
Une étude conduite par Watamoto et al. a d’abord suggéré qu’HDACS5, membre de la classe 1la

des HDAC, pouvait étre un régulateur négatif de 1’érythropoi¢se. Dans les cellules MEL
(Murine erythroleukemia), HDACS est en effet capable d’interagir directement avec GATAI
et une différenciation érythroide induite par un traitement au N,N'-hexaméthylene bis-
acétamide entraine leur colocalisation dans le noyau. Des tests de genes rapporteurs ont montré
que la co-expression d’HDACS5 peut réprimer 1'activité transcriptionnelle de GATAT et ainsi
empécher la différenciation terminale. De plus, HDACS5 se dissocie de GATAL pendant la
différenciation des cellules MEL,

Il a ensuite été démontré qu’HDACS agit comme un intermédiaire au sein de la voie de
signalisation  érythropoiétine-PKD-HDAC5-GATAL impliquée dans la régulation
érythropoiétique®®. Sur le plan mécanistique, I’EPO déclenche I’activation de la protéine
kinase D, qui en phosphorylant probablement HDACS, favorise la dissociation entre HDAC5
et GATAL puis l'acétylation subséquente de GATAL, une modification qui pourrait étre
impliquée dans la programmation transcriptionnelle de I'érythropoiése®¥2°%, L’interférence
avec la signalisation de PKD perturbe la différenciation érythroide en présence d’EPO, tandis
que le knockdown d’HDACS augmente la réponse a I’EPO. Les souris dépourvues d’HDACS
présentent une résistance au risque anémique, une entrée accrue des progéniteurs dans la lignée
érythroide et une capacité de maturation érythroide indépendante de ’EPO%%,

Bien qu'HDACS ne semble pas posséder d’activité¢ désacétylase intrinseque, elle pourrait
intervenir dans la régulation de I’érythropoiése par I’intermédiaire du complexe NuRSERY
(nuclear remodeling shuttle erythroid) dont elle fait partie avec GATAL, EKLF et pERK.
HDACS est spécifiqguement exprimée dans la lignée érythroide et est capable de faire la navette
entre le cytoplasme et le noyau. Il a été suggéré qu’'HDACS au sein du complexe NuRSERY a
deux fonctions principales : la premiére fonction consiste a déplacer GATAL et EKLF depuis
le cytoplasme vers le noyau par le biais de NURSERY et la deuxiéme fonction fait intervenir le
recrutement d’HDAC3 qui désacétyle GATA1 et EKLF dans le noyau. La phosphorylation
d’ERK probablement induite par le SCF serait nécessaire a la formation de NURSERY ainsi
qu’a sa localisation nucléaire médiée par I’activité navette d”HDACS. Au cours de la maturation
érythroide, les niveaux de pERK diminuent fortement. Aussi, NURSERY favoriserait les
premiéres étapes de la maturation érythroide®®.

Plus récemment, Wang et al. ont montré que l'expression d’HDACS5 augmente de fagon
importante au cours des derniers stades de I'érythropoiése humaine et que la désacétylation de

protéines histones et non-histones par HDACS serait en fait nécessaire a la survie, a la
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prolifération et & I'énucléation dans les érythroblastes humains. En effet, une déficience en
HDACS a entrainé une augmentation de I'apoptose et une altération de I'énucléation des
érythroblastes. Cette réduction d’HDACS a notamment induit une activation de la molécule
pro-apoptotique p53 en association avec une acétylation accrue de p53. De plus, dans les
érythroblastes de stade tardif, la déficience en HDACS5 ou son inhibition pharmacologique a
entrainé une augmentation de 'acétylation de H4 (K12) qui s’est accompagné d’une diminution
de la condensation chromatinienne, ce qui implique que la désacétylation de H4 (K12) médiee
par HDACS jouerait un réle dans la condensation chromatinienne. Des analyses de sequencage
de I'ARN (RNA-seq) ont par ailleurs révélé que I'expression des génes impliqués dans la
division cellulaire et la ségrégation des chromosomes était régulée négativement dans les
érythroblastes orthochromatiques déficientes en HDACS, processus associé a une énucléation

déficiented%,

HDACEG6 de la classe IIb des HDAC, est une autre désacétylase impliquée dans le processus
d'énucléation de la différenciation érythroide terminale. Dans des érythroblastes foetaux de
souris, la désacétylation de mDia2 médiée par HDACS6 favorise la formation du CAR, puis la
cytokingse et I'énucléation. L'inhibition d’HDACG6 pourrait provoquer 1'accumulation de mDia2
acétylée, ce qui a pour effet de perturber la formation du CAR et les processus ultérieurs de
cytokinese et d'énucléation. La surexpression de mDia2 non désacétylée corrige le défaut

d'énucléation lié a I’invalidation ’HDAC628°,

IV.3. Les HDAC dans la régulation du gene de la y-globine

Les HDAC de classe | interviennent dans la régulation des génes de la y-globine humaine (/uy)
en interagissant avec des facteurs de transcription spécifiques de la lignée érythroide.

Par exemple, HDAC1 contribue a la répression de Auy médiée par Ikaros au moment du passage
de la y- a la B-globine lors du développement ontogénique. Plus précisément, Ikaros favorise le
recrutement au niveau des promoteurs huy d'un complexe de type répressosome contenant les
composants du complexe NuURD Mi-2 et HDAC1 ainsi que GATAL et FOGL. La nucléation
des répressosomes, en réduisant l'accessibilité de la chromatine, diminue progressivement la
fréquence des interactions chromatiniennes a distance entre la région de contrle du locus
(BLCR) et les promoteurs Auy. Ce processus entraine ainsi a terme I'extinction spécifique des

geénes Auy®%.
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HDACI est également capable d’interagir avec le facteur de transcription NF-E4, un composant
d'un complexe protéique qui favorise I'expression préférentielle des genes de la huy dans les
cellules érythroides feetales. Une diminution de I’interaction HDACI/NF-E4 induite par
I’acétylation de NF-E4 au niveau du résidu lysine 43 (K43) est potentiellement associée a une

augmentation de la capacité d'activation du facteur au niveau des promoteurs huy®®’.

En s’associant avec NCOR1 (Nuclear receptor co-repressor 1), HDAC3 forme un complexe
protéique qui occupe le promoteur de la y-globine, ce qui lui permettrait de jouer un réle dans
I’extinction développemental des génes de la globine feetale. Il a en effet été¢ démontré que le
déplacement du complexe HDAC3/NCORL induit par un traitement par SCFAD (Short-chain
fatty acids) favorise le recrutement de I'ARN polymérase Il et une augmentation simultanée de
I'acétylation des histones H3 et H4 au niveau du promoteur du gene huy. Par ailleurs, le
knockdown spécifique de ’HDAC3 endogéne par siRNA dans les progéniteurs érythroides
humains entraine une augmentation de la transcription au niveau des promoteur des génes huy,
ce qui démontre que le déplacement d’HDAC3 des promoteurs huy par le SCFAD est suffisant
pour induire I'expression de uy®®%.

Outre son role dans la régulation des genes huy, il est a noter quHDACS3 est capable de se lier
au promoteur du gene de I'hepcidine, hormone clé de la régulation du métabolisme du fer. En
conséquence, le complexe HDAC3-NCORL1 est probablement responsable, au moins en partie,
de la régulation négative de I'nepcidine. Chez les souris déficientes en fer, une inhibition
pharmacologique d’HDAC3 par RGFP966 augmente ’expression de l'hepcidine, et le
séquencage de I'ARN confirme que I'hepcidine est I'un des génes les plus régulés par ce
médicament in vivo. De plus, le knockdown d’HDAC3 neutralise la suppression de 1'hepcidine
induite soit par I'érythroferrone, soit par l'inhibition de la signalisation de la protéine

morphogénétique osseuse®®,

Contrairement aux HDAC de classe | citées precédemment, HDAC9, membre de la classe lla
des HDAC, est impliquée positivement dans la régulation des génes de la y-globine. En effet,
des tests d’immunoprécipitation de chromatine (ChIP) ont montré qu’HDAC9 se lie in vivo
dans la région située en amont du promoteur du géne de la Gy-globine. De plus, le knockdown
d’HDACO9 par petit ARN interférant (siRNA pour small interfering RNA) dans des progéniteurs
érythroides primaires humains entraine une extinction du géne de la y-globine. A I’inverse,
l'expression forcée d’HDAC9 augmente simultanément les niveaux d'ARNm de la y-globine et

de I'HbF. Etant donné que de multiples sites de liaison du facteur de transcription MEF2
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(myocyte enhancer factor 2) ont été identifiés dans les promoteurs de la y-globine de la lignée
érythroleucémique K562, il a été suggéré que MEF2 pourrait participer au recrutement

d’HDAC9 au niveau de ces promoteurs®®.

IV.4. Role d’'HDACG6 dans la production des plaquettes

Plusieurs études cliniques associent les HDACSGi tels que le ricolinostat (ACY-1215) ou le
citarinostat (ACY-241) utilisés en monothérapie ou en combinaison avec d’autres molécules
chimiothérapeutiques dans le traitement du cancer, a la survenue d’une thrombopénie?®’-210 ce
qui a permis de suggérer que la protéine HDACS6 intervient dans la formation des plaquettes.
Les plaquettes sont produites a partir d’un mécanisme qui se déroule en deux étapes successives
gue sont la mégacaryopoiése et la thrombopoiése. Au cours de la mégacaryopoieése, les cellules
souches hématopoiétiques (CSH) présentes au sein de la moelle osseuse se différencient dans
un premier temps en mégacaryoblastes, puis subissent une série d’endomitoses, avant d’aboutir
au stade mégacaryocyte (MK), cellule géante au noyau polyploide. Un systéme de démarcation
de membranes (DMS) en continuité avec la membrane plasmique se développe
progressivement dans le cytoplasme. Au cours de la thrombopoiese, les MK matures émettent
des prolongements cytoplasmiques appelés pseudopodes ou proplaquettes (PPT) qui traversent
la paroi des sinusoides médullaires et se fragmentent pour libérer dans la lumiére de ces
derniers, les plaquettes®®-5%, |a fragmentation des MK est régulée par les microtubules (MT)
et le cytosquelette d'actine®®. Tandis que le glissement des MT favorise I'allongement des
PPT®% la polymérisation de I'actine joue un role essentiel dans la formation du systéme de
démarcation membranaire (DMS)®% et la ramification des PPT®% (Figure 27).

107



Osteoblasticniche Vascular niche @ Actin podosomes

Y ) Granules & Organelles

*‘:’ Multi-lobed polyploid nucleus
-

an Membrane invaginations
== Microtubules
Vascular endothelial cell

e T — \
MRS \;—)) @
Q = P - P
‘ 3 (.-. O\ d— ’,'_:.,-—0 -_-]—.5_;!

Blood flow

Figure 27. Processus de formation des plaquettes dans la moelle osseuse (d’aprés Poulter et al. 2015°%).

1) Les MK immatures résidant dans la niche ostéoblastique subissent plusieurs cycles d'endomitose qui
augmentent leur taille, leur ploidie et leur contenu membranaire et migrent vers les vaisseaux
sinusoidaux de la niche vasculaire. 2) Les MK matures dégradent la lame basale a l'aide de structures
d'actine spécialisées appelées podosomes et étendent les proplaquettes dans la circulation sanguine par
un processus médié par les microtubules. 3) Les organites et les granules spécifiques aux plaquettes sont
transportés vers les plaquettes naissantes via des faisceaux de microtubules bipolaires qui s'étendent sur
toute la longueur de la plaquette. 4) Dans la circulation, les proplaquettes donnent naissance aux
plaquettes par une torsion du cytosquelette de microtubules puis deux plaquettes individuelles sont
formées apres un processus de fission potentialisé par les forces de cisaillement.

Les travaux de Messaoudi et al. démontrent que la thrombopénie observée au cours d’un
traitement avec un HDACS6i peut étre expliquée par ’axe HDAC6-CTTN qui joue un réle de
régulateur positif dans la maturation des MK d’origine humaine'*® (Figure 28).

La CTTN, protéine monomérique du cytosquelette, intervient dans la polymérisation et le
remodelage du cytosquelette d’actine’®. Son activité peut étre régulée par des modifications
post-traductionnelles ; elle est notamment une cible directe de la désacétylation par HDACS.
Dans des progéniteurs mégacaryocytaires humains, I’invalidation pharmacologique ou
génétique ’HDACG6 entraine in vitro une hyperacétylation de la CTTN. Cette hyperacétylation
diminue la capacité de la CTTN a se lier a l'actine F, ce qui inhibe ultérieurement sa
polymérisation en filaments d’actine et donc la différenciation terminale des MK.
L’introduction d’une CTTN mutante qui mime la forme désacétylée (CTTN-9KR) permet de
restaurer la dépolymérisation de 1’actine et la baisse de formation des PPT. En revanche,
I’introduction de la tubuline 40KR, une forme mutante qui mime la tubuline non acétylée n’a

pas permis de réverter le déficit de formation des PPT, ce qui suggére que 1’acétylation de la
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tubuline n’est pas impliquée dans la régulation de ce processus. Ainsi, ¢’est par I’intermédiaire
de son activité désacétylase sur la CTTN que la protéine HDAC6 humaine régule positivement
la différenciation terminale des MK et par conséquent la génération des PPT. Il convient de
souligner qu’HDAC6 régule la différenciation terminale des MK humains sans impacter
significativement les phases précoces de différenciation. En effet, son expression n’est que
faiblement détectable en phase précoce dans les cellules CD34+, bien qu’elle augmente
fortement durant la mégaryopoigse'®. De plus, la thrombopénie induite par un HDACGi serait
plus modérée en comparaison avec celle causée par les pan-inhibiteurs ’HDAC. En effet, ces
derniers, en raison de leur manque de sélectivité, altérent non seulement la mégacaryopoiése
humaine au cours des stades tardifs de la différenciation par des mécanismes qui sont
principalement indépendants de p53 et médiés par des modifications du cytosquelette, mais
aussi en phase précoce par une augmentation des cassures double-brin de I'ADN et une apoptose
dépendante de p53°%%. Il est aussi possible que les effets des pan-inhibiteurs d’HDAC soient dus

a ’hyperacétylation des histones au cours des phases précoces.
a

PPT
formation

Figure 28. Représentation de la voie HDACG6/CTTN au cours de la formation des plaquettes chez
I'homme (d’aprés Messaoudi et al. 2017%%).

a) La désacétylation de la CTTN par HDACS6 induit I'assemblage des filaments d'actine nécessaire a la
production de plaquettes humaines. b) La répression d’HDAC6 conduit a I'hyperacétylation de laCTTN,
a la diminution de sa capacité a se lier a la F-actine et & I'inhibition de son assemblage, ce qui perturbe
la différenciation terminale MK.
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OBJECTIF DU TRAVAIL

|. Contexte scientifique de I'étude
De nombreuses études ont récemment montré le réle des modifications post-traductionnelles

dans la régulation des processus vitaux tels que la prolifération, la différenciation et la mort
cellulaire. Parmi ces modifications post-traductionnelles, 1’acétylation modifie les propriétés
physico-chimiques des protéines et module leur activité, leur stabilité, leur localisation ainsi
que leur affinité pour d’autres protéines. Cette modification est catalysée par une classe
d’enzyme appelée Histone Acétyl-Transférase (HAT). Les Histone Déacétylases (HDAC)
catalysent la réaction inverse et permettent de désacétyler les protéines en présence de différents
cofacteurs (Zn, NAD)508-610,

Chez I’homme, on dénombre 18 HDAC regroupés en fonction de leur homologie structurale en
4 classes. La premiere classe comporte les HDAC nucléaires capables de désacétyler les
histones et les facteurs de transcription (HDACL, 2, 3 et 8). Les enzymes de la deuxieme classe
peuvent faire la navette entre les compartiments cytoplasme-noyau et désacétylent également
des protéines nucléaires ou cytoplasmiques. Cette classe est subdivisée en deux sous-groupes :
la classe lla comprenant HDAC4, 5, 7 et 9 et la classe I1lIb composée de HDAC6 et HDAC10.
HDAC11 est le seul membre de la classe IV des HDAC*.

A travers la désacétylation d’une grande variété de protéines fonctionnelles et structurales,
nucléaires et cytoplasmiques, les HDAC modulent d’importants processus cellulaires®’.
Plusieurs travaux ont montré que I’expression et I’activité¢ des HDAC peuvent étre altérées dans
plusieurs types de cancers ou ils stimulent la prolifération et la survie cellulaire et inhibent les
processus apoptotiques®'t. De plus, ils sont impliqués dans la progression tumorale ou ils
favorisent I’angiogenése a travers la désacétylation des protéines pro-angiogéniques et des
éléments du cytosquelette®?,

Actuellement, différents inhibiteurs des HDAC sont largement évalués au cours d'essais
cliniqgues dans le traitement de plusieurs cancers solides et hématologiques et d'autres
pathologies cardiaques et neuro-dégénératives. En dépit de leur haut potentiel anti-tumoral, ils
induisent une toxicité hématopoiétique sévére qui, bien que transitoire, limite leur utilisation
seuls ou en combinaison avec d'autres inhibiteurs. Cette hématotoxicité se traduit par une
anémie, une thrombopénie ainsi qu’une neutropénie dont les mécanismes sont partiellement
décrits35613614 | 3 mise en évidence du mécanisme responsable de cet effet indésirable
permettra ainsi d’améliorer la spécificité ainsi que la sécurité de ces nouveaux agents

antinéoplasiques.
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Il. Objectif
Jusqu’a présent, le role de I’histone désacétylase 6 (HDAC6) dans la différenciation

érythrocytaire reste peu décrit. HDACG6 appartient aux HDAC de classe Ilb. Majoritairement
cytoplasmique cette enzyme désacétyle principalement la tubuline, la protéine chaperonne
HSP90 et la cortactine. Nos recherches se sont focalisées sur le role de cet isoforme compte
tenu des résultats rapportés par diverses études cliniques qui associent les inhibiteurs
pharmacologiques d’HDAC6 utilisés en monothérapie ou en combinaison avec d’autres
molécules chimio-thérapeutiques a la survenue fréquente d’une anémie?®’ 213228 par exemple,
une étude clinique de phase Ib/1l conduite chez 21 patients atteints de lymphomes récidivants
et réfractaires a montré que le ricolinostat (ACY-1215), inhibiteur spécifique d’HDACS6,
administré sous forme orale a une dose de 160 mg/jour ou 160mg deux fois/jour était
généralement bien toléré: la plupart des effets indésirables étaient de grade 1-2, et
comprenaient la diarrhée (57 %), les nausées (57 %), la fatigue (43 %), la toux (29%), les
vomissements (24%) ainsi que la douleur (19%). Cependant, parmi les effets toxiques de grade
3-4 les plus fréquemment rapportés, figurait ’anémie (9,5 %) dont le mécanisme de survenue
reste mal compris?® (Tableau 1V). Chez la souris, I'axe HDAC6-mDia2 est impliqué dans les
étapes terminales de I'érythropoigse, contrdlant la cytokingse et I'énucléation?®. En effet, dans
les érythroblastes de souris, la désacétylation de mDia2 par HDACG6 conduit a son activation, a
la formation d'un anneau d'actine contractile (CAR) et a la cytokinese, 1’axe HDAC6-mDia2-
CAR ¢étant altéré apreés knockdown ou inhibition d’HDAC6. On ignore cependant si un tel
mécanisme se produit également au cours de I'érythropoiése humaine et s'il est impliqué dans
la toxicité érythroide associée a HDACSGi.

Dans ce contexte, 1’objectif de notre étude est d’étudier 1’expression et la fonction d’HDAC6
pendant la différenciation érythroide in vitro des cellules CD34" humaines et de mettre en
évidence le mécanisme responsable de 1’anémie induite par les inhibiteurs d’HDAC6, ce qui
permettrait a terme de moduler la toxicité érythroide observée lors de I’utilisation de ce type de
traitement. A travers cette étude, nous montrons en outre 1’implication d’HDAC6 dans la
régulation de la voie de signalisation JAK2 opérant en aval de I'activation de 'EPOR, qui est

essentielle a la survie, la prolifération et la differenciation des cellules érythroides humaines.
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Aoverse EVENTs

Abdominal pain 86 10 5 0 0 14
Alanine aminotransferase increased 90 0 5 0 5 0 10
Anemia 90 0 0 10 0 0 10
Anorexia 86 14 0 0 0 0 14
Aspartate aminotransferase 20 0 5 0 5 0 10
increased

Cough 71 19 10 0 0 0 29
Confusion 86 10 5 0 0 0 14
Creatinine increased 86 0 14 0 0 0 14
Dehydration 20 0 10 0 0 0 10
Diarrhea 43 52 5 0 0 0 57
Dyspnea 81 10 5 5 0 0 19
Fatigue 57 33 10 0 0 0 43
Fever 86 10 5 0 0 0 14
Gastrointestinal disorders - Other, 90 10 0 0 0 0 10
specify

Headache 86 14 0 0 0 0 14
Hot flashes 90 0 10 0 0 0 10
Hypercalcemia 90 0 0 5 5 0 10
Hyperkalemia 90 10 0 0 0 0 10
Nausea 43 43 14 0 0 0 57
Pain 76 14 5 5 0 0 24
Platelet count decreased 90 5 0 0 5 0 10
Rash maculo-papular 86 5 5 5 0 0 14
Sinus tachycardia 90 10 0 0 0 0 10
Upper respiratory infection 20 0 10 0 0 0 10
Vomiting 76 14 10 0 0 0 24

Tableau IV. Effets indésirables associés au ricolinostat survenus chez plus d'un patient.

Abréviation : NC/NA, no change from baseline/no adverse event (d’aprés Amengual et al., 202122°)
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MATERIEL ET METHODES

|. Culture in vitro de cellules érythroides CD34" humaines et de la lignée cellulaire

UT7/EPO

Les cellules progénitrices CD34" ont été isolées avec un kit de sélection positive
(MiltenyiBiotec) a I’aide d’un systéme de tri cellulaire a billes immunomagnétiques (AutoMacs
; MiltenyiBiotec) a partir d'échantillons de leucaphérése sains, en accord avec notre comité
d'éthique institutionnel (Centre Hospitalo-Universitaire d’Amiens). Les cellules CD34" ont été
cultivées comme récemment décrit?® du jour (J)1 & J6 dans le milieu IMDM (milieu Iscove
modifié Dulbecco) (Biochrom) supplémenté en glutamine (Eurobio), contenant 2% de sérum
AB humain (H2B), 100 U/ml de pénicilline (Eurobio), 100 pg/ml de streptomycine (Eurobio),
500 pg/ml d'holo-transferrine humaine (Sigma), 10 pg/ml d'insuline humaine recombinante
(Sigma), 2 Ul/ml d'héparine (Braun), 100 ng/ml de facteur de cellules souches humaines (SCF)
(MiltenyiBiotec) et 3 Ul/ml d'érythropoiétine (EPO) (Roche). De J7 & J20, les cellules ont été
cultivées dans le méme milieu mais sans SCF. Les cellules UT7/EPO ont été maintenues dans
un Milieu Essentiel Minimum a (a-MEM) (Dominique Dutscher) complété par 10% de FCS

(Eurobio) et 2 UI/mL d'EPO comme décrit récemment®s.

Il. Cytométrie en flux

Les cellules ont été lavées et colorées avec des panels appropriés d'anticorps conjugués dans du
PBS plus 2 mM EDTA et 0,5% BSA dans la glace. Les anticorps conjugués utilisés sont les
suivants :  anti-GPA/APC (Miltenyi), anti-CD71/FITC (Miltenyi), anti-Annexine V/APC
(Becton Dickinson) et anti-JAK2 (phospho Y1007 + Y1008)/AF647 (Abcam). Dans toutes les
conditions, I'exclusion des cellules non viables a été évaluée en utilisant la 7-amino-
actinomycine D (7-AAD) ou le DAPI. L'apoptose a été évaluée a l'aide du kit Miltenyi Biotech
conformément aux instructions du fabricant. L'acquisition a été réalisée sur un cytomeétre en

flux MacsQuant et I'analyse effectuée a I'aide du logiciel FlowJo v10.

lll. Imagerie en flux

L'imagerie en flux a été réalisée sur ImageStream®X Mark Il (Amnis/Luminex) en utilisant le
logiciel INPIRE™ (200.1.388.0). 1.106 cellules dans 50ul de PBS 1X ont ét¢ marquées avec

I'anticorps humain Anti-HDACS. Les analyses cellulaires ont été réalisées sur au moins 10 000
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cellules au grossissement X60. Les analyses ont été réalisées a l'aide du logiciel IDEAS™
(6.2.64.0).

IV. Production de particules lentivirales et transduction des cellules UT7/EPO

Les ShRNA diriges contre HDACSG, décrits utilisés dans un rapport précédent, ont été offerts
par le Dr Najet Debili (IGR, INSERM)®¢. La production virale et la transduction cellulaire ont
éte réalisées comme décrit recemment®’. Les cellules UT7/EPO ont été infectées en utilisant une
MOI de 10 ; les cellules ont été lavées 2 fois dans du PBS 1X 48 heures apres la transduction
et les cellules positives pour la GFP ont été triées en utilisant un FACSAria Il (Becton

Dickinson).

V. Immunoblots

Les cellules ont été récoltées a un million par ml par condition, lavées dans du PBS 1X et lysées
dans la glace dans un tampon RIPA (Sigma) contenant un cocktail d'inhibiteurs de protéases et
de phosphatases (Thermofisher). Les lysats ont été été soumis a une sonication, centrifugés et
la concentration en protéines a été quantifiée en utilisant le test de Bradford (Interchim). Aprés
réalisation des procédures standard d'électrophorese sur gel de SDS-polyacrylamide, de
transfert sur membrane de nitrocellulose et de blocage avec du lait écrémé a 5%, le transfert a
été effectué en utilisant des anticorps primaires dilués au 1/1000 (Tableau V). Les anticorps
primaires liés ont été détectés en utilisant un anticorps secondaire conjugué a la peroxydase de
Raifort anti-souris (Sigma) ou anti-lapin (Thermofisher). La révélation a été effectuée par
substrat chimioluminescent amélioré (Thermofisher) et les signaux ont été visualisés a l'aide du
dispositif Chemidoc (BioRad).

114



Anticorps primaires Especes des anticorps Références
Anti-GAPDH Souris Santacruz (32233)
Anti-Actine Souris Sigma (A1978)
Anti-Tubuline a acétylée Souris Santacruz (23950)
Anti-Tubuline a Souris Santacruz (5286)
Anti-Histone H3 acétylée Souris Santacruz (56616)
Anti-Histone H3 Souris Santacruz (517576)
Anti-HDAC6 Souris Santacruz (28386)
Anti-GATA1 Lapin Abcam (173816)
Anti-HSP90 Souris Santacruz (13119)
Anti-Survivine Souris Santacruz (17779)
Anti-P-JAK2 (Y1007/1008) Lapin Cellsignaling (3771S)
Anti-JAK2 Lapin Cellsignaling (3230S)
Anti-P-STAT5 (Y694) Lapin Cellsignaling (93515S)
Anti-P-STATS a/b (S726) Lapin Santacruz (12893-R)
Anti-STATS Souris Bd Biosciences
Anti-P-ERK1/2 (T202/Y204) Lapin Cellsignaling (4370S)
Anti-ERK1/2 Lapin Cellsignaling (4695S)
Anti-14-3-3 Souris Santacruz (1657)
Anti-LNK Souris Santacruz (393709)
Anti-Lysine acétylée Lapin Cellsignaling (9814)
Anticorps secondaires Espéces des anticorps Références
Anti-Souris Chevre Santacruz (2005)
Anti-Lapin Chevre Santacruz (2301)

Controle d’isotype

Références

igG de Souris

Santacruz (2025)

igG de Lapin

Abcam (37415)

Tableau V. Liste des anticorps primaires et secondaires utilisés pour les expériences de WB ou de colP
et des anticorps utilisés en contrdle d’isotype.
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VI. Extraction des protéines pour les expériences d'immunoprécipitation

Les cellules ont été lysées dans la glace dans un tampon IP (1% NP40, 150 mM NaCl, 5 mM
EDTA, 65 mM Tris Hcl pH 8, 50 mM HEPES, 3% glycérol, 1 mM orthovanadate, 10 mM
butyrate de sodium, 1% Cocktail d'inhibiteurs de phosphatase et 1% Cocktail d'inhibiteurs de
protéase) pendant 20 min. Les lysats cellulaires ont également été soumis a sonication trois fois
puis homogénéisés avec un mélangeur rotatif (VWR®). Apres centrifugation des lysats
cellulaires a 10 000 tours/minute pendant 15 min a 4°C, les surnageants ont été recueillis et les
concentrations de protéines ont été déterminées par des tests colorimétriques
(NanoPhotometer® Pearl).

VII. Immunoprécipitation, acétylation et analyse des interactions protéine-protéine par
immunoblot

L'acétylation des protéines et les interactions protéine-protéine ont été étudiées par des
expériences d'immunoprécipitation (IP). Les lysats cellulaires ont été incubés avec un anticorps
dirigé contre la protéine d'intérét ou un anticorps témoin igG (2 pug) pendant une nuit a 4°C. Le
jour suivant, les immunocomplexes ont été incubés avec 50l de microbilles UMACS Protein
G (Miltenyi) pendant 45 min a 4°C. Les immunocomplexes marqués magnétiquement ont
ensuite été isolés dans des pColonnes (Miltenyi) selon les instructions du fabricant. Ensuite, un
immunoblotting a été réalisé pour détecter et caractériser le statut d'acétylation de la protéine

d'intérét ou pour identifier ses protéines partenaires au sein du méme complexe.

VIII. Enrichissement des protéines acétylées par immunoprécipitation pour I'analyse des
acétylomes par spectrométrie de masse

Afin de constituer les acétylomes, les lysats cellulaires ont d'abord subi une étape de nettoyage
(preclearing) avec des anticorps de contrdle 1gG (1 ug) en présence de 20 ul de billes de
protéine G PLUS-Agarose (sc-2002) pendant 30 min a 4°C. Apres centrifugation des lysats
cellulaires a 2 500 RPM pendant 5 min a 4°C, les surnageants ont été récoltés.

Les lysats nettoyés ont été incubés avec des anticorps anti-acétyl lysine (1/100) et 20 pL de
billes de protéine G PLUS-Agarose (sc-2002) pendant une nuit a 4°C sous agitation douce.
Ensuite, les immunocomplexes associés aux billes d'agarose ont été collectés par centrifugation
a 2500 RPM pendant 5 min a 4°C, lavés quatre fois dans du PBS, remis en suspension dans du
tampon d'électrophorése 1X, puis chauffés a 95°C pendant 2 min. Par la suite, les échantillons

ont migre dans des gels d'électrophorése a 200V pendant 20 min, et les gels ont été fixés dans
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une solution de fixation (50% de méthanol et 10% d'acide acétique glacial) pendant 3 h. Aprés
trois lavages a I'eau, les gels ont été colorés avec du bleu brillant G (Sigma-Aldrich), pendant
une nuit a 4°C sous agitation douce. Le jour suivant, les gels ont été décolorés avec une solution
de décoloration (40 % de méthanol et 10 % d'acide acétique glacial) et envoyes a la plateforme

d'analyse protéomique PAPPSO.

IX. Etude des niveaux de phosphorylation des protéines par immunoblot ou cytométrie
en flux

Afin d’¢étudier les niveaux de phosphorylation des proteines, les cellules ont été privées d'EPO
et de SVF pendant une nuit et restimulées le lendemain avec de I'EPO pendant environ 5 a 20
min, avant la lyse cellulaire. Pour I'immunoblotting, la détection des protéines phosphorylées a
d’abord été réalisée avant I'élimination des anticorps primaires et secondaires a l'aide d'un
tampon de stripping (Restore™ Western Blot Stripping Buffer, Thermofisher) qui doit
permettre de nouvelles hybridations d’anticorps sur la méme membrane, selon les instructions
du fabricant. Ensuite, les membranes strippées ont été réutilisées pour détecter les protéines

totales correspondantes.

X. RQ-PCR

L'ARN total des cellules fraiches a été isolé, traité avec la DNAse I, en utilisant le RNeasy Mini
Kit de Qiagen. La quantité d'ARN a été déterminée avec le spectrophotométre NanoDrop ND-
1000 (Thermo Fisher Scientific). Pour chaque échantillon, 500 ng d'ARN ont été soumis a une
réaction de transcription inverse (Reverse Transcription Kit, Thermofisher). Les niveaux
d'expression géniques ont été mesurés par PCR en temps réel en utilisant des sondes Tagman
(Thermofisher) et le test Power SYBR green (Thermofisher). Les séquences d'amorces sont
indiguées dans le Tableau V1. Les expériences ainsi que le réglage des courbes de dissociation
ont été réalisées a 1’aide du dispositif de détection Quant Studio 7 (Applied Biosystems). La

méthode comparative Cr a été utilisée pour la quantification de I'expression des genes.
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Geénes Amorces 5’ -> 3’

GAPDH-FOR AAGGTGAAGGTCGGAGTCAA
GAPDH-REV CTTGACGGTGCCATGGAATT
HDACG6-FOR TGGCTATTGCATGTTCAACCA
HDAC6-REV GTCGAAGGTGAACTGTGTTCCT
GPA-FOR GGGGTGATGGCTGGTGTTAT
GPA-REV CACGTCTGTGTCAGGTGAGG
GATAL-FOR AGCAGCTTCCTCCACTGC
GATA1-REV TGGGTACACCTGAAAGACTGG
GATA2-FOR TACAGCAGCGGACTCTTCC
GATA2-REV CTCGTTCCTGTTCAGAAGGC
EPOR-FOR ATCCTGACGCTCTCCCTCAT
EPOR-REV GAGGCCTTCAAACTCGCTCT
HBA1-FOR GGTCAACTTCAAGCTCCTAAGCC
HBA1-REV AAGAAGCATGGCCACCGAGG
HBB-FOR CAACGTGCTGGTCTGTGTG
HBB-REV CAGCAAGAAAGCGAGCTTAGTG
ALAS2-FOR AGGATGTGTCCGTCTGGTGTA
ALAS2-REV TGAAACTTACTGGTGCCTGAGA
RPS19-FOR CGCGAGCTGCTTCCACA
RPS19-REV TCCACCATTTTCAGCCCCTC
KLF1-FOR TGACTTCCTCAAGTGGTGGC
KLF1-REV GGTGAGGAGGAGATCCAGGT
KIT-FOR CCCACCCTGGTCATTACAGAA
KIT-REV TACTATCGCTGCAGGAAGACTC
ERFE-FOR TGCTCATCTGCATCCAGTCC
ERFE-REV TTGTCCAAGAACACGGAGGTC

Tableau VI. Liste des amorces pour la RQ-PCR

Toutes les paires d'amorces ont été congues pour couvrir les zones limites exon-exon en utilisant I'outil
Primer Blast, achetées chez Eurogentec et validées pour leur spécificité.

XI. Cytospin pour cytologie, microscopie en immunofluorescence

50.10° cellules ont été cytospinées (Cytospin3, Shandon) sur des lames de verre (Matsunami).
L'analyse cytologique a été realisée aprés coloration au May-Grinwald Giemsa (MGG) (Sigma)

selon les instructions du fabricant. Pour la microscopie en fluorescence, 50.102 cellules ont été
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fixées avec 1% de paraformaldehyde (PFA, Thermofisher), perméabilisées (Triton X100 0,1%,
Sigma), lavées par centrifugation (1500 RPM, 5 min) et resuspendues dans 100 ul de PBS- 5%
BSA. Les cellules ont été incubées pendant une nuit a 4°C avec un anticorps primaire de souris
anti-HDAC6 (1/100, sc-28386) ou un anticorps primaire de lapin anti-GATA1 (1/200,
ab173816), puis lavées par centrifugation (1500 RPM, 5 min) et resuspendues dans 100 ul de
PBS- 5% BSA. Le marquage a été réalisé avec un anticorps anti-souris Alexa Fluor® 647
(Thermofisher, A-21235) ou un anticorps anti-lapin Alexa Fluor® 647 (Thermofisher, A-
21244) a température ambiante pendant 1 h. Aprés un lavage doux suivi d'une cytospinisation
(300 g, 5min), les erythroblastes fixés sur une lamelle ont été montés sur des plaques de verre
en utilisant le produit de montage ProLong Gold Antifade Mountant avec DAPI
(Thermofisher). Les images ont été obtenues a l'aide d'un microscope Axio Imager M2

ApoTome associé au logiciel ZEN (Zeiss, France).

XII. Réactifs

L’inhibiteur pharmacologique spécifique d’HDAC6 ACY-1215 a été obtenu aupres de
Selleckchem®. Les dilutions ont été préparées dans du diméthylsulfoxyde (DMSO).

XIll. Séquencage de I'ARN

Le séquencage et l'analyse bioinformatique ont été réalises par la plateforme marseillaise
Genomics and Bioinformatics (GBiM) du laboratoire de génétique médicale U1251.
L'ARNmM-Seq a été réalisé sur des échantillons d'’ARN total provenant de cellules érythroides
primaires a J10 de différenciation, avec ou sans exposition a 'ACY-1215 (en triplicata).
Avant le séquencage, la qualité des échantillons d'/ARN total a été évaluée a l'aide du
bioanalyseur Agilent (Agilent, Etats-Unis) : seuls les ARN dont la valeur du RIN (RNA Integrity
Number) était supérieure a 8 ont été jugés aptes au séquencage et utilisés pour la préparation de
la bibliothéque. Pour chaque échantillon, une bibliotheque de brins ARNm a été préparée a
partir de 500 ng d'’ARN total apres capture des molécules d'ARN comportant une queue
poly(A), a I’aide du kit Kapa mRNA HyperPrep (Roche, Suisse) employ¢ selon les instructions
du fabricant. Les bibliotheques indexées ont été regroupées et séquencees par la plateforme
Illumina NextSeq 500 (séquencage en paires de 75 pb).
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XIV. Traitement des données et analyse d'expression différentielle des genes (DGE)

La qualité des données de séquencage lues a été évaluée a I'aide de fastQC!. Les données brutes
de séquencage ont été alignees sur le génome de référence humain (assemblage du génome
d'Homo Sapiens GRCh38 (hg38)) a I'aide de STAR v2.5.3a2 et les fichiers bam ont été indexés
et triés a l'aide de Sambamba v0.6.6%. Aprés cartographie, Stringtie (v1.3.1c) a compté les reads
alignés sur les genes définis (annotations GENCODE v34)*.

L'analyse de l'expression différentielle des geénes a été réalisée par un test de Wald a ’aide du
logiciel DESeq2°. Les valeurs P ont été ajustées pour les tests multiples en utilisant la méthode
de Benjamini et Hochberg® : seuls les transcrits dont la valeur p ajustée (FDR, False Discovery
Rate) était inférieure a 0,05 ont été considérés comme significativement exprimés de maniere
différentielle. Les génes exprimés de maniére différentielle ont été visualisés sous la forme de
cartes thermiques générées a l'aide du progiciel R Pheatmap, ou de volcano plots, représentant
le Log2FC (log2 du fold change) et la valeur p ajustée, réalisés a l'aide du progiciel R
EnhancedVolcano.

L'enrichissement (Gene set enrichment Analysis, GSEA) et la surreprésentation (Singular
Enrichment Analysis, SEA) de I'annotation des termes GO dans les DEG ont été réalisés en
utilisant respectivement un test de Mann-Whitney et un test hypergéomeétrique, a 1’aide du
logiciel R Clusterprofiler. Les résultats de la GSEA et de la SEA ont été représentés, pour un
ensemble d'annotations GO sélectionnées, sous la forme d’un Circos plot avec le logiciel R
GOplot.

XV. Analyse statistique

Les analyses statistiques ont été réalisées en utilisant la valeur p bilatérale et les tests
paramétriques. La signification statistique utilisée était o = 0,05. Pour les variables
quantitatives, nous avons utilisé le test t de Student ou le test ANOVA a sens unique et I'analyse
post-hoc de Tukey pour les analyses multiparamétriques. Toutes les valeurs numériques sont

des valeurs moyennes + SEM.
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RESULTATS

|. HDAC6 est exprimée et localisée dans le cytoplasme des cellules érythroides pendant

la différenciation érythroide humaine in vitro

Nous avons utilisé un modele précédemment publié de différenciation érythroide in vitro de
cellules CD34" issues du sang périphérique de donneurs sains et purifiées par aphérése®!s
(Figure 29A). Nous avons d'abord quantifi¢ I'expression d’HDAC6 de maniére séquentielle au
cours de la différenciation érythroide. Nous avons observé une augmentation progressive de
I'expression de I'ARN d’HDACG6 du Jour (J) 11 a J18 (Figure 29B). Au niveau protéique, nous
avons observé une augmentation précoce de 1'expression d’HDACG6 a J6 de la différenciation,
suivie d'une diminution progressive au cours des stades tardifs de la différenciation (Figure
29C). Ce profil d'expression et lI'apparente discordance entre le niveau de I'ARN et celui des
protéines sont en accord avec les données protéomiques de I'érythropoiese humaine publiées
par Gautier et al.%'°. Nous avons ensuite évalué la localisation cellulaire ’HDAC6 pendant la
différenciation  érythroide des cellules CD34" humaines par les techniques
d’immunofluorescence indirecte et d’imagerie en flux. Comme le montre la Figure 29D, nous
avons observe que l'expression d’HDACG6 était principalement cytoplasmique a J8, ce qui plaide

en faveur de cibles non-histones et cytoplasmiques a cette étape de I'érythropoiése.
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Figure 29. HDACS est exprimé au cours de la différenciation érythroide humaine et est localisée dans
le cytoplasme des cellules érythroides

A : Schéma représentant le protocole de différenciation érythroide in vitro utilisé dans cette étude

B : RQ-PCR montrant I'expression d’HDACS6 a différents moments de la différenciation érythroide in
vitro des cellules CD34" issues de I'aphérése (n=3).

C : Quantification de I’expression de la protéine HDACG6 par analyse Western Blot en utilisant le méme
essai de différenciation (n=2).

D : Localisation d’HDAC6 dans les cellules érythroides primaires a J6, J8, J10 et J13 de la
différenciation in vitro par immunofluorescence (& gauche, n=3) et par imagerie en flux (& droite, n=1).
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Il. Effets d’une inhibition pharmacologique d’"HDACG6 sur la différenciation érythroide

humaine in vitro

Nous avons cultivé des cellules CD34" dirigées in vitro vers la différenciation érythroide en
présence de deux inhibiteurs pharmacologiques d’HDAC6 : ACY-1215 (également connu sous
le nom de Ricolinostat) et Tubastatine A de J6 a J10. Nous avons d'abord évalué la spécificité
des HDACSGi par Western blot en évaluant le niveau d'acétylation de la tubuline (cible primaire
d’HDACS), et leur sélectivité par le niveau d'acétylation de I'nistone H3 (cible des HDAC de
classe I). Nous avons observé que 0,5uM d’ACY-1215 donnait un meilleur résultat en termes
d'inhibition d’HDAC6 en comparaison avec la tubastatine, conduisant a une augmentation de
la tubuline acétylée sans affecter significativement I'acétylation de I'histone H3 (Figure 30A).
Nous avons donc utilisé 0,5uM d'ACY-1215 pour les expériences suivantes. Lorsque les
cellules CD34" dirigées vers la différenciation érythroide ont été exposées a I'ACY-1215,
l'inhibition pharmacologique d’HDACG6 n'a pas affecté le potentiel clonogénique érythroide des
progéniteurs (Figure 30B).

Ajouté a J6, 'ACY-1215 a significativement diminué le nombre de cellules a J8 et J10 (Figure
30C) et augmenté le taux d'apoptose comme le montre la coloration de I'Annexine V (Figure
30D). Nous avons évalué les effets de l'inhibition d’HDAC6 sur la différenciation érythroide
en utilisant la cytométrie en flux (coloration CD71/GPA) et la cytologie. Nous avons observé a
J10 un retard dans la différenciation érythroide avec un pourcentage réduit de cellules
exprimant fortement la Glycophorine A (GPA"I" (Figure 30E). Ce retard de différenciation a
entrainé une diminution de la quantité d’hémoglobine avec un culot cellulaire restant encore
faiblement rouge a J10 (Figure 30F). Aussi, la coloration MGG a révélé une accumulation
d'érythroblastes immatures (Pro-E+Ebaso) au détriment des érythroblastes matures (Poly-
E+Ortho-E) (Figure 30G).
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Figure 30. Effets de I’inhibiteur pharmacologique d’HDAC6 (ACY-1215) sur les cellules primaires
érythroides in vitro.

A : Immunoblots représentatifs montrant le niveau d'acétylation de I'Histone H3 (utilisé comme contréle
négatif car il ne s’agit pas d’une cible d’HDACS6) et de I'a-tubuline (contrdle positif, car il s’agit d’une
cible cytoplasmique connue d’HDACS6) aprés exposition a ’ACY-1215 ou a la tubastatine A, deux
HDACSi, dans des cellules érythroides primaires humaines (n=3).

B: Effet de l'inhibiteur d’HDAC6, ACY-1215 & 0,5uM, par rapport au DMSO sur l'activité
clonogénique des progeéniteurs érythroides. Aucune différence dans le nombre de BFU-E et de CFU-E
n'a été observée (n = 3).

C : Courbes comparatives de prolifération de cellules primaires humaines cultivées dans un milieu de
différenciation érythroide et exposées a 0,5uM d'ACY-1215 ou au DMSO, n=3.

D : Augmentation de, lI'apoptose a J10 chez les progéniteurs érythroides exposés a 0,5uM d'ACY-1215
en comparaison avec le DMSO : % de cellules Annexine V * DMSO vs. ACY : 3,33(£1,5) vs. 14(£5,3) ;
n=3; p<0,05.

E : Diminution du pourcentage de cellules GPA"" a J10 de la différenciation érythroide évaluée par
CMF aprés exposition a 0,5uM d'ACY-1215 vs. DMSO. A droite : Dot plot CD71/GPA obtenu & J10
dans une expérience représentative. % de cellules GPAM" a J10 DMSO vs. ACY : 38% (+8,7) vs. 15%
(£7) ; n=3; p<0,01.

F : Photos du concentré érythrocytaire obtenu & J10 apres exposition au DMSO et a 0,5uM d'ACY-1215
(une expérience représentative, n=4)

G : Cytospin aprés coloration au May Griinwald Giemsa montrant la morphologie des érythroblastes a
J10 apres exposition au DMSO et a 0,5uM ; les cellules immatures sont identifiées par * ; & gauche :
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image d'une expérience représentative ; a droite : histogrammes montrant le % d'érythroblastes
immatures (ProE+ E Baso) dans les deux conditions : DMSO vs. ACY-1215 : 39% (+12,8) vs. 78,7%
(x11,6) ; n=4; p<0,05.

H : Taux d’apoptose a J10 en présence d’un inhibiteur de 1’apoptose (QVD) chez les progéniteurs
érythroides exposés a 0,5uM d'ACY-1215 en comparaison avec le DMSO : % de cellules Annexine V
*DMSO+QVD vs. ACY+QVD : 2,91(%1,21) vs. 8,29(x4,60) ; n=3 ; ns

| - Diminution du pourcentage de cellules GPA"" a J10 de la différenciation érythroide évaluée par
CMF aprés exposition a 0,5uM d'ACY-1215+QVD vs. DMSO+QVD : 74,6% (6,10) vs. 51,10%
(£5,77) ; n=3 ; p<0,05.

lll. Le retard de maturation érythroide induit par I'exposition a I'ACY-1215 n'est pas d(
a un exces d'apoptose, se produit au niveau transcriptomique et est associé a une
modification globale du transcriptome des cellules érythroides

Comme le montrent les Figure 30D et E, 'ACY a induit une augmentation de 1’apoptose des
précurseurs érythroides et un retard dans leur maturation a J10. Afin de vérifier que le faible
pourcentage de cellules GPAMI" n'est pas di & une apoptose sélective de ces érythroblastes
immatures, nous avons cultivé des cellules érythroides en présence de 0,5uM ACY-1215 avec
ou sans inhibiteur de pan-caspase QVD. Nous avons observé en condition QVD+ACY-1215
une diminution du taux d'apoptose mais la persistance d'une diminution statistiguement
significative des cellules GPA" ce qui soutient 1’hypothése que le retard de maturation
érythroide observé sous ACY n'est pas d0 a un exces d'apoptose des progéniteurs matures
(Figure 30H et I).

En raison de la localisation cytoplasmique prédominante d’HDAC6 a J8 de la maturation
érythroide in vitro (Figure 29D), nous avons voulu savoir si la GPA pouvait étre une cible
potentielle non-histone qui serait impactée post-traductionnellement par I'ACY-1215. En
réalisant une RQ-PCR, nous avons cependant observé que, dans les cellules primaires, la

diminution de la GPA se produisait au niveau de I'ARN (Figure 31A).

En effectuant une analyse RQ-PCR pour évaluer I'expression des géenes érythroides clés, nous
avons observé apres l'exposition a I'ACY-1215 une signature «immature » avec une
augmentation de I'expression du géne de GATAZ2, impliqué dans la phase proliférative précoce
et une diminution de I'expression des génes associés a la différenciation erythroide tardive
comme les génes de globine, de ’EPOR et de GATAL (Figure 31A). Le ratio GATA2/GATAL,
un marqueur de I'équilibre entre les phases de prolifération précoce et de différenciation tardive,
a augmenté apres l'inhibition d’HDACS6 (Figure 31B). L'expression protéique de GATAL était
également légerement réduite (Figure 31C).
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Figure 31. Etude transcriptionnelle dans les cellules érythroides primaires.

A : Expression de GATAL, GATAZ et de quelques génes cibles de GATAL en ARNm dans les cellules
primaires érythroides primaires traitées avec ACY0,5uM (n=4).

B : Expression en ARNm de GATAZ2 rapportée sur celle de GATAL dans les cellules primaires traitées
avec ACYO0,5uM (n=4).

C : Diminution de la quantité protéique de GATAL évaluée par Western blot dans les cellules érythroides
primaires exposées a ACY-1215 par rapport au DMSO utilisé comme contréle, ratio GATA1/GAPDH,
DMSO vs. ACY : 1,5 (20,35) vs. 0,9 (£0,37) ; n=3 ; p<0,05.

Les analyses statistiques ont été réalisées a 1’aide du logiciel Graphpad®, avec un test de comparaison
mutiple ANOVA a 2 voies (Sidak) ou un test de Student. Les données sont exprimées en moyenne +
écart-type. Les différences sont considérées comme significatives lorsque la valeur P est inférieure a
0,05.

Afin de mieux comprendre les modifications transcriptomiques induites par I'ACY-1215, nous
avons réalisé une analyse RNA-Seq (RNA sequencing) sur des érythroblastes a J10 exposés a
24h d’HDACG6i ou de DMSO. Nous avons observé 1920 DEG (Differentially Expressed Genes)
dont 1134 régulés positivement et 786 régulés négativement (Figure 32A et B). L'analyse en
composantes principales (ACP) a clairement séparé les cellules exposées a I'ACY-1215 de
celles exposées au DMSO, indiquant que I'inhibition d’HDACG6 induit un schéma d'expression
distinct (Figure 32C). L'analyse GSEA basée sur les rangs a montré (i) un enrichissement
significatif de génes régulés négativement liés aux erythroblastes de la moelle osseuse, ainsi
que de génes sous-exprimeés impliqués dans le métabolisme de I'héme, puis en cohérence avec
les résultats obtenus par g-RT-PCR, (ii) un enrichissement significatif de génes régulés
négativement, cibles de GATAL ou d’E2F et (iii) un enrichissement significatif de génes sous-

exprimés liés au cycle cellulaire (Figure 32D).

127



gia=ra

3 —-I

0.6-

0.3-

0.0~

PC2 (21.31%)

03-

DE-

Bone Marrow Erythroblast

o
S NES =-7.322
@ FDR < 0.001
€ P<0.001
[
£
K=
[*}
=
(=
"
GATA1 Targets
® NES =-3.238
5 FDR < 0.001
@ P<0.001
£
Q
£
S
£
w

Hilt

L conditions

® NS @ Log2FC ® P ® P&Llog2FC

1.5 Conditions
ACY1215 - Y
DMSO 30 P
08 a GYPe | ERFE
. 2 TNS1SLM1S;;;“ARH Paa
0 % i ;@\ Lcks}la?EN?Gmszanﬂ
08 3, 20 Tmz‘? £2 APOLI
ko] ENDODY * | -
B © oL {\1\ 1& SHPGD
s 'C)_ . . hPTZ - LG ER!“CD?-'&
2 10 . .
— .
| .
_".H'J-F."_—"'— .".r'l'_—".r.'b_—_‘h_—.—'
0 L] L] L] L
-10 0 5 10
Log, fold change
Total = 26897 variables
L ]
®
L Group
@ ACY1215
. @ DMSO
L
-0’.3 0:0 0..3
PC1 (62.229%)
Heme Metabolism
Qo NES =-6.173
3 FDR < 0.001
2 P<0.001
S Enrichment profile
{E; Hits
w
E2F Targets Cell Cycle

NES =-3.819
FDR < 0.00
P<0.001

]l

Enrichment Score

NES = -2.266
FDR < 0.01
P<0.001

L ANFRTAVEY RN AL

128

Enrichment Score



Figure 32. Modulation transcriptomique globale induite par l'inhibition d’HDAC6 dans les cellules
primaires

A : Carte thermique (Heatmap) des génes exprimés de maniére différentielle (DEG) dans les cellules
exposees a I'ACY1215 ou au DMSO (contréle) ; n=3.

B: Volcano plot des 26897 genes identifiés (points). Les génes ont été considérés comme DEG (points
rouges) avec un seuil en Log2 fold change de 1 et un seuil de valeur p ajustée de 0,05 avec 1170 régulés
positivement et 786 régulés négativement.

C : Analyse en composantes principales. Chaque point représente un échantillon RNA-Seq. .Les groupes
d'échantillons sont indiqués par I'utilisation de couleurs différentes, comme indiqué dans la légende.
Abréviations : PC1, principal component 1; PC2, principal component.

D : Analyse d'enrichissement des ensembles de genes (GSEA) des DEG montrant un enrichissement
pour les érythroblastes de la moelle osseuse (score d'enrichissement normalisé (NES) = -7,322 ; taux
de fausse découverte (FDR) < 0,001 ; p<0,001), le métabolisme de I'hneme (NES = -6,173;
FDR<0,001 ; p<0,001), les cibles GATA1 (NES = -3,238 ; FDR<0,001, p<0,001), les cibles E2F (NES
=-3,819 ; FDR <0,001 ; p<0,001), le cycle cellulaire (NES = -2,266 ; FDR<0,01 ; p<0,001).

IV. Le knockdown d’"HDAC6 dans la lignée cellulaire érythroleucémique UT7/EPO a

réprimé la différenciation érythroide au niveau transcriptionnel

Afin d'éviter tout effet hors cible de I'inhibiteur chimique d’HDACS6 et pour disposer d'un grand
nombre de cellules facilement disponibles pour les études biochimiques, nous avons mis en
place un modele de knockdown d’HDACG6 basé sur le shRNA dans la lignée cellulaire
érythroleucémique UT7/EPO, une lignée cellulaire qui prolifere en présence d'EPO et exprime

un niveau basal élevé d’HDAC6%16:617

Cette stratégie ShRNA a induit une diminution de 50 % d’HDACS6 au niveau de ' ARN et de la
protéine (Figure 33A et B). Le knockdown d’HDACS6 a conduit a une hyper acétylation de 1'a-
tubuline de maniere similaire a ce qui a été observé aprés une inhibition chimique médiée par
I'ACY-1215 dans les cellules primaires (Figure 33C). Le knockdown médié par le sShRNA
HDACSG6 n'a pas induit d'apoptose dans les cellules UT7/EPO, comme le montre la coloration
de I'Annexine V (Figure 33D), mais a diminué I'expression de la GPA a la surface des cellules,
comme l'indique la CMF (Figure 33E) et au niveau de I'ARN (Figure 33F), de maniére
cohérente avec ce qui a été observé dans les cellules primaires aprés I'ACY-1215.
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Figure 33. Conséquences du knockdown d’HDAC6 médié par un shRNA dans la lignée cellulaire
érythroleucémique UT7/EPO.

A : Efficacité du knockdown d’HDAC6 au niveau de I'ARN évaluée par RQ-PCR dans les cellules
UT7/EPO transduites avec un lentivirus codant pour un shRNA spécifique. Pourcentage moyen de
diminution par rapport a shSCR : 52 % (+12) ; n=8 ; p<0,0001.

B : Gauche : Efficacité du knockdown d’HDACG6 au niveau protéique évaluée par Western blot dans les
cellules UT7/EPO. Pourcentage moyen de diminution par rapport a shSCR : 45 % (£9) ; n=4 ; p<0,01.
C : Hyperacétylation de l'a-tubuline dans les cellules UT7/EPO transduites avec le vecteur lentiviral
shHDACG6. Une expérience représentative est présentée (n=3).

D : Coloration de I'Annexine V dans les cellules UT7/EPO transduites avec shSCR et ShHDACG6. % de
cellules Annexine V* : 4,9 % (£1,9) vs 4,6 % (1,6), n=3, ns.

E : Diminution de I'expression de GPA & la surface des cellules UT7/EPO exprimant un sShRNA HDAC6
: pourcentage de cellules GPA* shSCR vs. shHDACG6 : 64% (3) vs. 29,7% (£2,3), n=3 ; p<0,001.
L'histogramme d'une expérience représentative est montré a droite.
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F : Diminution de I'expression en ARN de la GPA dans les cellules UT7/EPO exprimant un shRNA
HDACS, évaluée par RQ-PCR : pourcentage d’expression relative de ShAHDACG par rapport a shSCR :
51 % (x23) ; n=6 ; p<0,01.

V. Le knockdown d’"HDAC6 dans les cellules UT7/EPO et son inhibition dans les cellules

primaires érythroides ont inhibé la phosphorylation de JAK2 en réponse a I'EPO.

Nous avons utilisé le modéle cellulaire UT7/EPO pour étudier la réponse de JAK2/STAT5 a la
stimulation de I'EPO apres knockdown d’HDACG6 ou inhibition chimique. L'inhibition
d’HDACS6 a diminué la phosphorylation de JAK2 en réponse a 'EPO (Figure 34A et B) ainsi
que l'activation de STATS5 (Figure 34C et D), comme le montrent nos résultats d'immunoblot.
En revanche, la voie ERK n'a pas été significativement affectée dans cette lignée cellulaire
(Figure 34E et F).

Nous avons ensuite évalué la réponse de JAK2 a I'EPO dans des cellules primaires humaines,
par cytométrie en flux. Nous avons d'abord validé cette méthode dans des cellules UT7/EPO et
confirmé la diminution de I'activation de JAK2 en réponse a I'EPO, ce qui est cohérent avec la
baisse observée en immunoblot (Figure 34G). Dans les cellules primaires, nous avons observé
une diminution de l'intensité moyenne de fluorescence (MFI) de p-JAK2 apres stimulation par
I'EPO, lorsque les cellules ont été exposées a I'ACY-1215 en comparaison avec le DMSO,
confirmant une signalisation JAK2 défectueuse en aval de la stimulation par 'EPOR dans les

deux modeles cellulaires (Figure 34H).
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Figure 34. Le knockdown et I'inhibition chimique d’HDACS6 dans les cellules UT7/EPO et les cellules
primaires entrainent une diminution de la phosphorylation de JAK2 et de STAT5 en réponse a I'EPO.

A : A gauche : Rapport P-JAK2/JAK2 dans les cellules UT7/EPO évalué par immunoblot aprés
stimulation par I'EPO entre les cellules sShSCR et shHDAC6-transduites : Rapport moyen P-JAK2/JAK2
: shSCR vs. shHDAC6 : 1,11 (+0,08) vs.0,60(0,16) ; n=5; p<0,01. A droite : une expérience
représentative est présentée.

B : A droite : ratio PJAK2/JAK2 dans les cellules UT7/EPO évalué par immunoblot aprés stimulation
par I'EPO dans les cellules UT7/EPO exposées au DMSO ou a 0,5uM d'ACY-1215 : Rapport moyen P-
JAK2/JAK2 : DMSO vs. ACY : 0,79 (+0,12) vs.0,41(0,19) ; n=6 ; p<0,01. A gauche : une expérience
représentative est présentee.

C : A gauche : Rapport P-STAT5/STATS5 dans les cellules UT7/EPO évalué par immunoblot aprés
stimulation par I'EPO dans les cellules shSCR et shHDACG6-transduites ; Rapport moyen P-
STAT5/STAT5 shSCR vs. shHDAC6 : 1,5(x0,32) vs. 1,11(+0,26) ; n=4; p<0,01. A droite : une
expérience représentative est présentée.

D : A droite : Rapport P-STAT5/STATS5 évalué par immunoblot aprés stimulation par I'EPO dans les
cellules UT7/EPO exposées au DMSO ou a 0,5uM d'ACY-1215 : Rapport moyen P-STAT5/STAT5
DMSO vs. ACY : 0,84 (+0,19) vs.0,62(0,17) ; n=6 ; p<0,01. A gauche : une expérience représentative
est présentée.

E : A gauche : Rapport P-ERK/ERK  dans les cellules UT7/EPO évalué par immunoblot aprés
stimulation par I'EPO dans les cellules shSCR et shHDAC6-transduites ; Rapport moyen P-ERK/ERK
shSCR vs. ShHDACSG : 1,15 (+0,07) vs. 1,07 (¥0,11) ; n=3 ; ns. A droite : une expérience représentative
est présentée.

F : A droite : Rapport P-ERK/ERK évalué par immunoblot aprés stimulation par I'EPO dans les cellules
UT7/EPO exposées au DMSO ou a 0,5uM d'ACY-1215 : Rapport moyen P-ERK/ERK DMSO vs. ACY
: 0,96 (+0,34) vs.0,89(+0,45) ; n= 4 ; ns. A gauche : une expérience représentative est présentée.

G : Rapport P-JAK2/JAK2 aprés stimulation par I'EPO dans les cellules UT7/EPO shSCR et shHDACG6-
transduites, évalué par phosphoflow : MFI P-JAK2 moyen shSCR vs. shHDACSG : 3,5+0,9 vs. 1,3+0,3 ;
n=3; p<0,01.

H : A gauche : Rapport P-JAK2/JAK?2 aprés stimulation de I'EPO dans les érythroblastes primaires
humains exposés au DMSO ou a 0,5uM d'ACY-1215 évalué par phosphoflow : Moyenne P-JAK2
MFIDMSO vs. ACY :5,2+1,1vs. 2,2+0,3 ; n=3 ; p<0,01, n=3. A droite : histogrammes d'une expérience
représentative : gris : isotype, bleu : aprés privation d'EPO, rose : aprés restimulation par I'EPO.

VI. Profil acétylomique des érythroblastes humains apres inhibition d’"HDAC6

Afin d'identifier les cibles d’HDAC6 dans 1'érythropoiése humaine, nous avons d'abord
développé une approche « candidate » en sélectionnant les cibles potentielles en fonction des
données publiées et de nos propres résultats. Nous avons sélectionné initialement deux
candidats : Survivine et HSP90. La Survivine est une protéine qui a été impliquée récemment
dans I'érythropoiése murine®? et signalée comme étant une cible d’HDAC6. L’exposition & un
HDACSGi a conduit a sa translocation nucléaire et a sa dégradation accélérée®?. HSP90 est
également une cible connue d’HDACSG. Son rdle dans I'érythropoiese a été récemment décrit

dans la stabilisation des Hb-B et Hb-y immatures dépourvus d’héme®?2, Le niveau d'acétylation
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de ces deux candidats a été évalué par IP dans les cellules UT7/EPO apres knockdown
d’HDACS6. Aucun d'entre eux n'était hyperacétylé, ce qui suggere que HSP90 et la Survivine
ne sont pas impliqués dans le retard érythroide observé dans les cellules humaines (Figure 35A).
Il est a noter que le knockdown d’HDAC6 dans les cellules UT7/EPO ne modifie pas
substantiellement la localisation de la Survivine, celle-ci restant située principalement dans le

noyau (Figure 35C).

Une autre approche fondée sur 1’étude de I’acétylome global a ensuite ét€ mise en ceuvre afin
d’identifier directement les cibles d’HDAC6 dans les cellules primaires a J10 de la
différenciation apres une exposition a 0,5uM d'ACY-1215 ou de DMSO comme témoin.
Brievement, des extraits de protéines ont été immunoprécipités a l'aide d'un anticorps anti-
acetyl-lysine, puis les protéines acétylées ont été analysées par spectrométrie de masse. Nous
avons identifié 30 protéines significativement plus acétylées dans la condition ACY-1215. Il
est a noter que nous avons trouve (i) une hyperacétylation significative de la tubuline a, une
cible spécifique d’HDAC6 connue dans de nombreux types de cellules, et (ii) aucune
hyperacétylation de [I'histone H3, validant notre approche puisqu’elles représentent
respectivement un contrdle interne positif et négatif (Figure 35B). Parmi ces protéines
disponibles, nous avons fait une premiere sélection de 24 candidates qui ont la plus forte

expression pendant I'érythropoiése (a partir de la base de données DAMP transcriptomique).
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Figure 35. Profil acétylomique des érythroblastes humains aprés inhibition d’HDAC6.

A : Immunoprécipitation dans les cellules UT7/EPO transduites ShHDACG6 des protéines HSP90 et
survivine et révélation en  Western Blot de leur statut d’acétylation  (n=1).
B : Acétylome global. Protéines hyperacétylées retrouvées dans les cellules primaires traitées avec
ACY-1215. Le statut d’acétylation de 1’histone H3, cible des HDAC de classe I n’est pas modifi¢ (n=1).
C : Localisation de la Survivine dans les cellules UT7/EPO par immunofluorescence. La répression
d’HDACSG dans les cellules UT7/EPO par stratégie lentivirale ShRNA ne modifie pas la localisation de
la Survivine qui reste principalement située dans le noyau (n=2). ........

VII. La régulation du statut d’acétylation de la 14.3.3C par l'activité désacétylase
d’HDAC6 controle les interactions JAK2/LNK dans les cellules érythroides humaines

Dans la liste des protéines potentiellement hyperacétylées sélectionnées a travers 1’étude de

I’acétylome global, nous avons identifié la protéine 14-3-3( comme une cible potentielle
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d'HDACSG6 impliguée dans le défaut érythroide observé dans les cellules UT7/EPO et primaires.
Nous nous sommes concentrés sur 14-3-3C car (i) la 14-3-3C est une cible connue d’HDAC6
dans les cellules HEK et la lignée de cellules mammaires MDA-MB-231°%2, (ii) la 14-3-3(
interagit avec LNK, un régulateur négatif de la signalisation de 'EPO médiée par JAK2%24, Dans
les cellules hématopoiétiques murines, 14-3-3( interfére directement dans 1’interaction LNK-
JAK2 en séquestrant LNK et en libérant JAK2, ce qui explique les effets positifs de 14-3-3( sur

la prolifération cellulaire®?,

Nous avons d'abord évalué le niveau d'acétylation de 14-3-3( dans les cellules primaires aprés
exposition a 'ACY-1215. Nous avons réalisé une immunoprécipitation de 14-3-3( suivie d'un
Western Blot en utilisant (i) un anticorps anti-acétyl lysine et (ii) un anticorps anti-14-3-3(
comme controle de charge. L’inhibition d’HDAC6 a induit une hyperacétylation de 14-3-3(,
confirmant les résultats de I'acétylome (Figure 36A). Nous avons analysé les interactions
directes LNK/14-3-3¢ en utilisant d'abord I'immunoprécipitation de 14-3-3( et la réveélation
avec un anticorps anti-LNK. Comme le montre la Figure 36B, I'ACY-1215 a diminué
I'interaction 14-3-3C /LNK. Nous avons ensuite immunoprécipité LNK et comparé son
interaction avec JAK?2 et 14-3-3( avant et apres exposition a I'ACY-1215. Nous avons observé
que I'ACY-1215 diminuait l'interaction LNK/14-3-3( (Figure 36C) et augmentait négativement
celle de LNK/JAK2 (Figure 36D). Ensemble, ces données montrent que 1'inhibition d’HDAC6
libérait LNK de son interaction avec 14-3-3(, augmentant sa disponibilité pour interagir avec
JAK2 et I’inhiber.
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Figure 36. L’inhibition d’HDACG6 dans les cellules primaires entraine une hyperacétylation de la 14-3-
3¢, une diminution de la LNK/14-3-3( et une augmentation de l'interaction JAK2/LNK.
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A : Niveau d'acétylation de la 14-3-3( évalué aprés immunoprécipitation de la 14-3-3( et révélation a
I'aide d'un anticorps anti acétyl lysine dans des érythroblastes primaires humains apres exposition au
DMSO ou & 0,5uM d'ACY-1215. A gauche : rapport acétyl-14-3-3¢ / 14-3-3( total ; DMSO vs. ACY :
0,30 (+0,146) vs.0,82(+0,18) ; n= 3 ; p=0,002. A droite : une expérience représentative est présentée.

B : Interaction 14-3-3(/LNK évaluée par immunoprécipitation de 14-3-3( et révélation a 1'aide d'un
anticorps anti-LNK dans des érythroblastes primaires humains apres exposition au DMSO ou a 0,5uM
d'ACY-1215. A gauche : résumé de 2 expériences indépendantes, DMSO vs. ACY : 0,96 vs. 0,29. A
droite : Une expérience représentative est montrée.

C : Interaction 14-3-3{/LNK évaluée par immunoprécipitation de LNK et révélation a 1'aide d'un
anticorps anti-14-3-3( dans des érythroblastes primaires humains aprés exposition au DMSO ou a 0,5uM
d'ACY-1215. A gauche : ratio 14-3-3( aprés IP/total 14-3-3( : DMSO vs. ACY : 1,11 (0,19)
vs.0,45(£0,07); n= 3; p<0,05. A droite : une expérience représentative est présentée.
D : Interaction JAK2/LNK évaluée par immunoprécipitation de LNK et révélation a l'aide d'un anticorps
anti-JAK2 dans des érythroblastes primaires humains aprés exposition au DMSO ou a 0,5uM d'ACY -
1215. A gauche : ratio JAK2 aprés IP/total JAK2 : DMSO vs. ACY : 0,28 (+0,1) vs.1,5(x0,3) ; n= 3 ;
p<0,05. A droite : une expérience représentative est présentée.
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DISCUSSION ET PERSPECTIVES

L’expression et l'activité des HDAC sont modifiées dans de nombreux types de cancers®®®.
C’est pourquoi ces enzymes sont considérés comme des cibles thérapeutiques potentielles
particuliéres. L’intérét manifesté pour leur étude s’est traduit par le développement de
nombreux inhibiteurs chimiques de leur activité. Cependant, la majorité des inhibiteurs
d'HDAC (HDACI) ne sont pas sélectifs. En effet, ils inhibent plusieurs isozymes d'HDAC
différents et présentent des effets secondaires toxiques en raison de leur large spectre d’activité.
Parmi ces effets secondaires, la toxicité hématologique, notamment I'anémie, est I'une des plus

fréquentes?07-213:226,

Plusieurs études ont mis en évidence le réle des HDAC dans I'érythropoiése chez la souris et
I'nomme. Les HDACIi FK228 et TSA ont diminué la différenciation érythroide par I'EPO et
induit I'apoptose dans un modéle de différenciation in vitro de cellules CD34" humaines, bien
que ni le type d'HDAC ciblé ni le mécanisme sous-jacent n'aient été identifiés®’®.
HDAC1, une HDAC de classe I, régule le programme transcriptionnel érythroide en
interagissant, au sein de complexes corépresseurs, avec des facteurs de transcription tels que
GATAL, Gfi-1B, TAL-1, PU-1, BCL-11a et KLF1, ce qui permet le contrle de leur
disponibilité et de leur activitt au cours de la différenciation érythroide®80°81:585625
HDAC2, une autre HDAC de classe I, joue un role dans la condensation nucléaire et
I'énucléation des érythroblastes tardifs?®®®>. Le KO de HDAC1/2 dans les cellules
hématopoiétiques est Iétal chez la souris, entrainant des défauts hématopoiétiques sévéres
particulierement prédominants dans la lignée érythroide avec une diminution de la maturation
et une augmentation de I'apoptose®’®. Les travaux de Yan et al., ont montré dans cellules
murines proérythroblastiques déficitaires en GATAL (G1E), que I'interaction entre GATAL et
HDAC1 est nécessaire a la désacétylation de GATAL, et que ce processus permet de réguler
des populations spécifiques de HSPC, en modulant la liaison chromatinienne et I'activité
transcriptionnelle de GATAL1 qui contrélent I'engagement et la différenciation
érythroide/mégacaryocytaire®?. Les bases mécanistiques de la régulation de GATAL par
acétylation restent pourtant controversées. En effet, d’autres études rapportent au contraire que
c’est l'acétylation de GATAL qui est associée a une régulation positive de 1’érythropoiése. Il a
été démontré dans des cellules MEL que le cofacteur transcriptionnel CPB (CREB-binding
protein), une acétyltransférase, en se liant au domaine en doigt de zinc de GATAL, stimule

fortement I'activité transcriptionnelle de GATAL, ce qui suggére que CBP est nécessaire a la
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différenciation érythroide®?’. De plus, dans des cellules G1E, CBP acétyle GATAL au niveau
de deux motifs riches en lysine hautement conserves, présents aux extrémités C-terminales des
deux doigts de zinc. Des mutations de I'un ou l'autre motif ont réduit la fonction de GATAL
sans affecter sa capacité a lier I'ADN®%, Par ailleurs, la protéine de la famille BET, BRD3, se
lie via son premier bromodomaine (BD1) a GATAL d'une maniére dépendante de 1’acétylation
invitro et in vivo. La mutation d'un seul résidu dans BD1 (Y72F) qui est impliqué dans la liaison
acetyl-lysine abroge le recrutement de BRD3 par GATAL, ce qui démontre que l'acétylation de
GATAL1 est essentielle a I'association de BRD3 avec la chromatine. L’inhibition
pharmacologique de I'interaction de GATAL avec BRD3 réduit I'association des deux protéines
au niveau de genes érythroides clés et altére la maturation érythroide médiée par GATAL, ce
qui reproduit les défauts érythroides également observés avec les mutants du site d'acétylation
de GATA1%%,

Parmi les HDAC de classe II, HDACS interagit directement avec GATAL, réprimant son
activité transcriptionnelle et la différenciation des cellules MEL®%, L'EPO libére GATAL de ce
complexe, ce qui entraine son acétylation, tandis que les progéniteurs HDAC5” présentent une
différenciation érythroide accrue®®,

HDACS fait partie du complexe NURSERY contenant pERK et les facteurs de transcription
GATAL et KLF1, favorisant leur importation nucléaire>®*. Plus récemment, Wang et al. ont
montré que l'expression d’HDACS5 augmente de fagon importante au cours des derniers stades
de I'érythropoiése humaine et que la désacétylation de protéines histones et non-histones par
HDACS serait en fait nécessaire a la survie, a la prolifération et a I'énucléation dans les
érythroblastes humains tardifs. La déficience en HDACS ou son inhibition pharmacologique a
notamment entrainé une augmentation de l'acétylation de H4 (K12) qui s’est accompagné d’une
diminution de la condensation chromatinienne, ce qui implique que la désacétylation de H4
(K12) médiée par HDACS jouerait un réle dans la condensation chromatinienne®®.

Dans un modele murin, HDACS de la classe 11b des HDAC, a été impliquée dans le processus
d'énucléation de la différenciation érythroide terminale. En effet, au sein des érythroblastes
feetaux de souris, mDia2 protéine effectrice de la famille des formines joue un réle important
dans I'énucléation en favorisant la formation de I'anneau contractile d'actomyosine (CAR).
mDia2 est régulé par acétylation et désacétylation au niveau de la lysine 970 situé dans le
domaine d’homologie 2 de la formine. Sa désacétylation par HDACG6 dans les érythroblastes de

souris conduit a son activation, et subséquemment a la formation du CAR au niveau du sillon
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de clivage puis a I’énucléation®®®. L'

inhibition d’HDACS6 pourrait provoquer l'accumulation de
mDia2 acétylée, ce qui a pour effet de perturber la formation du CAR et les processus ultérieurs
de cytokinese et d'énucléation. La surexpression de mDia2 non désacétylée corrige le défaut
d'énucléation li¢ a ’invalidation d’HDAC6%%. Toutefois, il est & noter que des érythroblastes
déficients en mDia2 peuvent conserver leur capacité d’énucléation, ce qui suggere que d’autres

mécanismes sont impliqués dans ce processus®.

Dans notre travail, nous montrons que I’inhibition pharmacologique d’HDAC6 bloque la
différenciation érythroide humaine in vitro. Dans les cellules primaires traitées avec ACY-
1215, le retard de maturation observé se produit a une étape antérieure de 1’érythropoicse, et
plus précisément au jour 8 de notre protocole de culture qui marque le passage entre les cellules
GPAY et GPAMI" ce qui correspond & la transition des stades CFU-E/Pro-E aux stades des
précurseurs tardifs. En effet, sous inhibition pharmacologique d’HDAC6, nous montrons une
baisse de I’expression de la GPA et du CD71, deux marqueurs exprimés au cours de la
maturation érythroide®*®%¥!, De plus, la coloration MGG a révélé une accumulation
d'érythroblastes immatures au détriment des eérythroblastes matures. Au niveau
transcriptomique, nous observons un profil immature dans 1’expression des génes érythroides
caractérisée par une augmentation de l'expression de GATAZ2, impliqué dans la phase
proliférative précoce et une diminution de I'expression des génes associés a la différenciation
érythroide tardive comme la globine o, EPOR et GATA1%73%2°  Au niveau protéique, cette

immaturité s’illustre par la baisse de la quantité de GATAL et d’hémoglobine.

Nous avons ensuite évalué la localisation cellulaire d’HDAC6 dans les cellules érythroides.
Plusieurs études montrent qu’'HDACG6 reste majoritairement localisée dans le compartiment
cytoplasmique gréace a l'action des motifs NES et SE14, et y exerce ses fonctions biologiques
principales®®®, Cependant, HDACG porte aussi une séquence de localisation nucléaire (NLS),
capable d'interagir avec l'importine o et permettant ainsi sa translocation vers le noyau®, ou
elle pourrait impacter le niveau d'acétylation des histones et controler I'expression des génes'®,
Dans les cellules érythroides primaires, nous montrons qu”’HDACSG est principalement localisée
dans le compartiment cytoplasmique et que son inhibition na pas modifié significativement le
niveau d'acétylation de I'histone H3.

La question du statut des histones en tant que cibles physiologiques d’HDAC6 reste discutée!?®.
En effet, bien que des essais de réaction enzymatique suggérent que HDAC6 pourrait

désacétyler les histones in vitro®®, il n'y a actuellement aucune preuve formelle de cette méme
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activité HDAC in vivo. Par consequent, le réle d’HDACS6 dans la différenciation érythroide
humaine semble principalement lié aux modifications post-traductionnelles par désacétylation

des substrats cytoplasmiques.

Chez ’homme, HDAC6, membre de la classe Ilb des HDAC, semble étre une cible clé dans le
traitement des hémopathies malignes. En effet, I'inhibition d’HDACSG induit I'hyperacétylation
de I'une de ses cibles bien identifiées, la chaperonne HSP90, qui joue un réle important dans le
maintien de la fonctionnalité des régulateurs clés de I'hnématopoiese maligne tels que la protéine
mutante FLT3 ou la protéine de fusion BCR-ABL, ainsi que dans la régulation des protéines de
signalisation telles qu’AKT, c-Raf et JAK25%,

La capacité des HDACIi a reguler les voies de signalisation dépendantes de JAK2 a été
largement explorée dans le cadre des néoplasies myéloprolifératives porteuses de la mutation
V617F constitutivement active. Cette mutation provoque 1’activation spontanée de JAK2 qui
induit constitutivement I’activité transcriptionnelle de STATS en I’absence d’EPO, et qui
favorise ainsi I'nypersensibilité aux cytokines ainsi que 1’érythrocytose®*. La découverte des
mutations a gain de fonction comme V617F dans le domaine pseudokinase de JAK2 a constitué
une forte justification pour l'utilisation d'inhibiteurs de JAK (Jakinibs). Le ruxolitinib, un
puissant inhibiteur de JAK1/2, a été le premier Jakinib approuvé par la FDA pour le traitement
des maladies myéloprolifératives. Bien qu’il ait été démontré que les inhibiteurs de JAK2
apportent un bénéfice clinique substantiel dans la myélofibrose (MF), certains patients
présentent une maladie réfractaire au traitement ou n’y répondent plus au cours du temps®3.
Dans les études COMFORT-I et COMFORT-II, les taux d'arrét du ruxolitinib, un Jakinib,
étaient d’environ 50 % a 3 ans®®:%32, Un essai clinique de phase 1/2 rapporte que les patients
atteints de MF traités par le ruxolitinib qui présentaient 3 mutations ou plus, quel que soit le
type, au début du traitement, étaient moins susceptibles de répondre au ruxolitinib®2. De plus,
les patients qui ne répondent pas au traitement par ruxolitinib présentent un pronostic
défavorable avec une survie médiane d'environ 14 mois®**. D’autres traitements sont ainsi a
I’étude afin de modifier de maniere significative I'évolution de la maladie et de prolonger la
survie des patients atteints de MF. C’est dans ce contexte que les HDACI ont montré leur intérét
thérapeutique. Par exemple, il a été montré qu’ITF2357, un pan-inhibiteur des HDAC, est
capable de réguler négativement la quantité protéique de JAK2V®'’F ainsi que ses voies de
signalisation en aval, a la fois dans les lignées cellulaires leucémiques et dans les cellules
primaires des patients. En revanche, aucun effet n’a été observé sur I’expression en ARNm de

JAK2 aux mémes doses®®. La dégradation de JAK2V®1'F pourrait étre associée a I’action des
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protéases de la voie HSP90-protéasome. En effet, ITF2357 serait capable d’inhiber
HDACG6%%%% I'enzyme qui régule I'acétylation de HSP90%38:5% et il a été démontré que JAK2
est un substrat de HSP90%°. Une autre possibilité est que I''TF2357 puisse induire une
hyperacétylation de JAK2 elle-méme ou d'une autre protéine impliquée dans sa stabilisation,
telle que SOCS1%41:542 Compte tenu du role crucial joué par JAK2 au cours de I'érythropoiése,
nous avons émis I'nypothése que I'anémie observée chez les patients traités par HDACSGi in vivo,
et le défaut de différenciation érythroide observé in vitro sont liés a une altération de l'axe
HSP90/JAK2. Cependant, dans la lignée cellulaire leucémique UT7 et dans des cellules
érythroides primaires humaines, exprimant toutes deux JAK2 WT, nous avons remarqué que le
niveau total de JAK2 est resté inchangé, alors que sa phosphorylation en réponse a I'EPO était
diminuée. De plus, le niveau d'acétylation de HSP90 n'a pas été modifié par I'exposition a
I'’ACY-1215 dans les cellules UT7/EPO. Ceci peut étre d’abord da a une réponse différente de
JAK2WT et JAK2VELF aux HDACI. En effet, la protéine JAK2V®1’F pourrait étre plus sensible a
la dégradation par les protéases de la voie HSP90-protéasome que la protéine JAK2 de type
sauvage®*3. Bien qu’il ait été considéré que le niveau d'acétylation d’HSP90 médié par HDAC6
était responsable de la stabilité et de I'activité de JAK2, une étude récente montre que, dans les
cellules leucémiques portant la mutation JAK2V61'F et dans les néoplasies myéloprolifératives
induites chez la souris par la mutation MPL"°BL ¢’est HDACI1, plutdt qu’HDACS6, qui est
nécessaire a la prolifération et a la survie via le controle de la voie JAK-STAT®*. Nos résultats
n’ont par ailleurs pas démontré de lien évident entre le processus d’hyperacétylation d’HSP90
associe a une dégradation de JAK2 avec une diminution de la réponse de JAK2 a I'EPO qui
accompagne le retard de différenciation érythroide observé apres I'inhibition d’HDAC6. C’est
pourquoi nous avons postulé qu'HDACS6 régule la signalisation de JAK2 et la différenciation

érythroide par des voies alternatives.

Chez la souris, la délétion homozygote de la survivine entraine une perte spectaculaire de
progeniteurs hématopoiétiques et une mort rapide, tandis que la délétion hétérozygote entraine
un défaut sélectif dans le développement des GR chez environ 20 % des animaux®%.

Selon Keerthivasan, la survivine participe a I'énucléation des erythroblastes, via son interaction
avec EPS15 et la clathrine, deux protéines cytoplasmiques qui médient le trafic de vesicules
endocytiques. Dans les cellules MEL, sa surexpression est suffisante pour induire I'énucléation
et dans les érythroblastes primaires elle influence la formation de grandes vacuoles
645,646

cytoplasmiques, qui a leur tour favorisent la séparation du réticulocyte naissant du noyau

Dans des cellules HeLa, I'équilibre dynamique entre I'acétylation et la désacétylation de la
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survivine au niveau d'un seul résidu lysine (K129) détermine sa localisation subcellulaire.
Ainsi, l'acétylation dépendante de la CBP au niveau du résidu K129 maintient la localisation
nucléaire de la survivine en favorisant son homodimérisation et sa stabilité dans ce
compartiment. En revanche, la mutation de ce résidu en un acide aminé non acetylable (E129)
inhibe I'homodimérisation de la survivine, ce qui favorise sa liaison a la protéine d'exportation
nucléaire CRM1 et entraine son exportation vers le compartiment cytoplasmique®?.,

Riolo et al. ont identifié HDAC6 comme une désacétylase de la survivine qui
antagonise l'acétylation de la survivine dépendante de la CBP. HDAC6 se localise
principalement a la jonction nucléaire-cytoplasmique dans les cellules tumorales mammaires
quiescentes en culture et dans les tissus tumoraux de patientes atteintes de cancer du sein. Une
fois activée par la CBP de maniére cestrogene-dépendante, HDAC6 pénétre dans le noyau, ce
qui favorise la désacétylation de la survivine et son exportation nucléaire'#2,

Nous avons postulé que le statut d’acétylation de la survivine au sein des érythroblastes dépend
de l’activit¢ d’HDAC6 et qu’il pourrait avoir un impact dans I’érythropoiése via une
modification de sa fonction ou bien de sa localisation cellulaire. Cependant, nos données ne
montrent pas une hyperacétylation de la survivine dans les UT7/EPO shHDACS, et la
localisation de la survivine n’est pas modifiée lorsqu'HDAC6 est inhibée. Nos résultats
suggerent donc qu’HDAC6 ne régule pas le statut d’acétylation de la survivine dans

I’érythropoicse et que I’acétylation de la survivine n'est pas impliquée au cours de ce processus.

L'approche globale par 1’étude de l'acétylome a montré que la 14-3-3(C était potentiellement
hyper acétylée dans les cellules érythroides humaines primaires aprés exposition a I'ACY, ce
qui suggére que 14-3-3( est une cible désacétylable par HDAC6 impliquée dans I’ érythropoicse
humaine.

La capacité d’HDACS6 a désacetyler les lysines dans la poche de liaison de la 14-3-3( a déja éte
décrite dans les lignées cellulaires mammaires HEK et MDA-MB-231148,

Les protéines 14-3-3 sont une famille de proteines ubiquitaires dépourvues de toute propriété
enzymatique intrinséque mais capables d'interagir avec des partenaires phosphorylés sur des
résidus sérine-thréonine et ainsi de moduler leur activité par des mécanismes distincts tels que
la modification de leur état conformationnel, de leur activité catalytique, de leur distribution
cellulaire ou de leur stabilité47-64°,

Elles ont été impliquées, par le biais d'interactions avec des protéines de signalisation, dans le
contréle de la prolifération, du métabolisme ou de la survie des cellules. Les protéines 14-3-3

sont fréquemment surexprimées dans différents types de cancer et leur knockdown sensibilise
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les lignées cellulaires malignes a I'apoptose et inhibe la croissance cellulaire®%1,

La 14-3-3( est régulée par des modifications post-traductionnelles, dont I'acétylation. Dans la
lignée cellulaire du cancer de la prostate, I'nyper acétylation de la 14-3-3( apres HDACGi
conduit a l'activation de ERK et CDC25, au blocage du cycle cellulaire et a I'apoptose®?.
14-3-3( est un acteur crucial qui intervient dans I'nématopoiese par différents mecanismes,
dépendant du lignage cellulaire. Dans les progéniteurs, elle régule la transduction du signal en
aval des récepteurs de cytokines comme le GM-CSF ou I'lL.3%%3,

Au cours de I'érythropoiése murine de stress, 14-3-3( inhibe la translocation nucléaire de FoxO3
conduisant a une diminution de I'expression des génes anti-oxydants®>.

Nous avons émis I'hypothése que la 14-3-3( était la principale cible des HDACS6i dans les
cellules érythroides humaines. L'équipe de Jiang a rapporté, dans des cellules souches
hématopoiétiques murines, une interaction directe entre LNK et 14-3-3C qui réduit le contréle
négatif exercé par LNK sur la signalisation de JAK2, bien que le mécanisme sous-jacent n‘ait
pas été décrit>>?,

La regulation négative de l'activité de JAK2 par LNK est cruciale, comme le montre le
développement plus rapide de la NMP chez les souris LNK™ exprimant un JAK2 muté
(JAK2VBLFY et la description de cas de NMP associés a des mutations de LNK chez

I'homme316%5

Nos résultats montrent que la capacite de LNK a interagir avec JAK2 dans les cellules

érythroides est régulée par le niveau d'acétylation de la protéine 14-3-3C dépendant d’HDACS.

En effet, I'exposition a 'ACY-1215 et le knockdown d’HDAC6 dans les cellules UT7/EPO ont
conduit a un niveau d'acétylation plus élevé de la 14-3-3(, qui diminue son interaction avec
LNK. En revanche, aprés inhibition d’HDAC6, LNK interagit plus fortement avec JAK2, ce
qui conduit a une répression de la signalisation de JAK2 en réponse a I'EPO et a une inhibition
de la différenciation érythroide.

Afin de renforcer I’hypothése selon laquelle 14-3-3( est une cible désacétylable d’HDACS6 et
de vérifier que I’inhibition ’HDAC6 provoque une inhibition des voies de signalisation en aval
de JAK2, nous avons réalisé des experiences de phosphoblot dans les UT7/EPO.

Nos résultats de phosphoblot indiquent qu'HDAC6 favorise D’activation de la voie
JAK2/STATS sans altérer la voie MAPK/ERK, ce qui est en accord avec d’autres données de

la littérature. En effet, plusieurs études suggerent qu’il se produit une transition de l'activité
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RasIMAPK/ERK dominante de c-KIT vers lactivitt EPOR/STATS au cours de
I'érythropoiése®? et que la régulation négative de la signalisation c-KIT est une condition
préalable a la différenciation terminale dirigée par EPOR/STATS5. Par exemple, Haas et al
montre qu’une mutation activatrice de c-KIT bloque la différenciation érythroide, via la
signalisation médiée par les MAPK et que ce phénotype est partiellement corrigé par I'inhibition
des MAPK®!2, | a été en outre démontré que I'expression de K-ras entraine un blocage partiel
de la différenciation érythroide et une hyperactivation de la signalisation des MAPK®3,
Inversement, I'inactivation de la protéine ERK accélere la différenciation érythroide des cellules
tandis que l'activation de MEK1 y fait obstacle®!*. Une analyse plus récente par spectrométrie
de masse de la dynamique des phosphoprotéomes combinée a un criblage CRISPR/Cas9 ciblé
sur les kinomes a démontré que la régulation négative de I'axe de signalisation c-KIT/MAPK
est un facteur clé de la maturation*®?. L'activité de c-KIT et la phosphorylation de ERK2 sont
en effet régulées négativement avant la perte d'activit¢ d'EPOR/JAK2 et la maturation
érythroide est accélérée par l'inhibition des composants de signalisation MAPK/ERK. Ce
mécanisme permet d’expliquer pourquoi une inhibition pharmacologique d’HDACG6 par ACY -
1215 n’affecte pas la prolifération des progéniteurs érythroides précoces, mais induit un blocage
de la différenciation érythroide terminale, se traduisant notamment par un retard d’acquisition

de la GPA au cours de la transition des stades CFU-E/Pro-E aux stades des précurseurs tardifs.

Ainsi, en plus de son role précédemment identifié dans I'énucléation des érythroblastes de foie
feetal de souris par la désacétylation de mDia2, nous décrivons ici un nouveau mecanisme de
controle de 1'érythropoiése dépendant d’HDACG6 qui intervient par le contréle du niveau
d'acétylation de 14-3-3(, la disponibilité de LNK et enfin I'activation de JAK2 en réponse a
I'EPO. Selon notre modéle, I’inhibition d’HDACS6 entraine une diminution de l'interaction de
14-3-3C avec LNK, qui conduit a une augmentation de la quantité de LNK disponible capable
d’interagir avec JAK2, et subsequemment & l'inhibition de JAK2. Ce mécanisme est
probablement a 1’origine de I’anémie observée au cours du traitement par Ricolinostat (Figure

37).

Afin de renforcer le lien entre I'hyperacétylation de 14-3-3( induite par 1’invalidation
d’HDACS6, l'inhibition de JAK2 et le défaut de maturation érythroide, nous menons
actuellement des expériences de transduction lentivirale visant a permettre 1’expression stable
dans des cellules érythroides d’une forme non acétylable de la protéine 14-3-3( portant deux
mutations sur les résidus lysine qui s’averent étre des cibles d’HDAC6 (K49R/K120R) (don
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généreux du Dr J. Andersen®?). L’expression de la 14-3-3( non acétylée dans les cellules
érythroides primaires sous inhibition d’HDACG6 devrait permettre de restaurer le phénotype

mature avec I’expression de la GPA.
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Figure 37. Schéma représentant I'effet de I'ACY-1215 sur la signalisation de JAK2 en aval de I'activation
de I'EPOR.

A : Sans ACY-1215, I’interaction 14-3-3(/LNK libére JAK2 de son controle négatif exercé par LNK
sur son activation et sa signalisation.

B : En présence d'ACY-1215, I'hyperacétylation de la 14-3-3( bloque l'interaction 14-3-3(/LNK,
augmentant la fraction de LNK capable d'interagir avec JAK2 et de I'inhiber.
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L’inhibition pharmacologique d’HDAC6 pourrait représenter une stratégie thérapeutique
intéressante dans le traitement des néoplasies myéloprolifératives (NMP). Dans les NMP, la
mutation activatrice JAK2V1'F est fréguemment observée : elle représente > 90% des cas des
PV, 50 a 60 % des cas de myélofibrose primaire et 50 % des cas de thrombocytémie
essentielle®>>°7, De plus, il a été montré que l'expression de JAK2V®1’F dans des cellules de
moelle osseuse murine déficientes en LNK a rendu les cellules significativement plus sensibles
a la transformation par I'oncogéne JAK2 par rapport aux cellules de type sauvage dans les tests
clonogéniques et a accéléré l'apparition de la PV JAK2V51'F chez les souris®1°%3, LNK pourrait
donc étre considérée comme un suppresseur de tumeur.

Dans les cellules érythroides, nous avons montré que I’inhibition d’HDACG6 favorise
I’interaction LNK/JAK2 et ultérieurement le blocage de la prolifération médiée par
JAK2/STATS. Ainsi, les inhibiteurs pharmacologiques d’HDAC6 pourraient potentialiser
I’action inhibitrice de LNK sur JAK2 pour réduire la capacité de transformation oncogénique
et pourraient s avérer utile dans le traitement des NMP JAK2V®1F en combinaison avec les
Jakinibs.
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La protéine HDAC6 connue sous le nom de HDAC6p131 a pour identifiant Q9UBN7 sur

www.uniprot.com (sequence de 1215 acides aminés correspond au transcrit identifié

ENST00000334136.11 sur la base de données génomiques www.ensembl.org).
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Abstract

Ricolinostat (ACY-1215) is a selective inhibitor of the histone deacetylase HDAC6 with proven efficacy
in the treatment of malignant diseases. Among histone deacetylases, HDAC6 is unusual in its
cytoplasmic localization. Its inhibition leads to hyperacetylation of non-histone proteins, inhibiting cell

cycle, proliferation and apoptosis. Anemia is one of the most frequent side effects observed with
HDACS inhibitors. We investigated here the underlying mechanisms of this erythroid toxicity. We first

confirmed that HDACG6 was strongly expressed at both RNA and protein levels in CD34"-cells-derived
erythroid progenitors. ACY-1215 exposure on CD34*-cells driven in vitro towards the erythroid lineage

led to a decreased cell count, an increased apoptotic rate and a delayed erythroid differentiation with
accumulation of weakly hemoglobinized immature erythroblasts. This was accompanied by drastic
changes in the transcriptomic profile of primary cells as shown by RNAseq. In erythroid cells, ACY-

1215 and shRNA-mediated HDAC6 knockdown inhibited the EPO-dependent JAK2 phosphorylation.
Using acetylome, we identified 14-3-3¢, known to interact directly with the JAK2 negative regulator

LNK, as a potential HDACS target in erythroid cells. We confirmed that 14-3-3( was hyperacetylated
after ACY-1215 exposure, which decreased the 14-3-3{/LNK interaction while increased LNK ability

to interact with JAK2. Thus, in addition to its previously described role in the enucleation of mouse fetal

liver erythroblasts, we identified here a new mechanism of HDACG6-dependent control of erythropoiesis
through 14-3-3( acetylation level, LNK availability and finally JAK2 activation in response to EPO,

which is crucial downstream EPO-R activation for human erythroid cell survival, proliferation and
differentiation.
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Introduction

Numerous studies have highlighted the role of post-translational modifications in the regulation of cell
proliferation, differentiation and death!?. Among these modifications, acetylation modifies the physico-
chemical properties of proteins and modulates their activity, stability, localization and affinity for

partner proteins. Acetylation and deacetylation are catalyzed by Histone Acetyl-Transferases (HAT) and
Histone Deacetylases (HDACs) respectively. Through the deacetylation of a wide variety of functional

and structural, nuclear and cytoplasmic proteins, HDACs modulate multiple cellular processes®>. In
humans, there are 18 HDAC:S classified according to their structural homology into 4 classes. The first

class includes nuclear HDACs capable of deacetylating histones and transcription factors (HDACL, 2,
3 and 8). Enzymes of the second class can shuttle between cytoplasmic-nucleus compartments. This
class is subdivided into two subgroups: class Ila consisting of HDAC4, 5, 7 and 9 and class I1b consisting

of HDAC6 and HDAC10. HDAC11 is the only member of HDAC class IV. Several studies have shown
that HDAC expression and activity can be altered in several types of cancers where they stimulate cell

proliferation and survival, promote angiogenesis and inhibit apoptosis. Currently, various HDAC
inhibitors are being evaluated in clinical trials for the treatment of solid and hematological cancers as

well as cardiac and neurodegenerative pathologies®*!. Ricolinostat (ACY-1215) is a selective inhibitor

of HDAC6 (HDACSGI) and has shown in phase | and Il clinical trials its value in treating malignant
diseases such as multiple myeloma, lymphoma and solid cancers!>*>, Among histone deacetylases,

HDACS6 is unusual in its cytoplasm location which facilitates its role in deacetylating various non
histone protein targets such as a-tubulin, the chaperone protein HSP90 or Cortactin (CTTN)6-18 | After
exposure to chemical inhibitors, hyperacetylation of HDACG6 targets blocks the cell cycle, inhibits
proliferation and induces apoptotic death. However, clinical trials highlighted frequent secondary effects
observed with selective HDACGi as monotherapy or in combination with other molecules, related to

hyperacetylation of proteins in off target non-malignant cells. Among these off-target effects, one of the
most frequent is hematological*?141%-21, Thrombocytopenia, occurring in around 13% of patients, is

related to the inhibition of the HDAC6-CTTN axis, which plays a positive regulatory role in human
megakaryocyte (MK) maturation. Indeed, CTTN hyperacetylation through HDACSG inhibition decreases

its ability to bind to F-actin, which inhibits MKs terminal differentiation??. Anemia is another frequent

HDACS6i-induced toxicity, occurring in 9 to 20% of patients'?1>20, However, its mechanism is poorly
understood. In mice, the HDAC6-mDia2 axis is involved in the terminal stages of erythropoiesis,

controlling cytokinesis and enucleation. Indeed, in mouse erythroblasts, mDia2 deacetylation through
HDACS leads to its activation, contractile actin ring (CAR) formation and cytokinesis facilitating the

extrusion of the nucleus, this axis being altered after HDAC6 knockdown or inhibition?®. Whether such
mechanism also occurs during human erythropoiesis and is involved in the erythroid toxicity associated

with HDACSi is unknown. We present here an extensive study of HDAC6 expression and function
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during in vitro erythroid differentiation of human CD34* cells and show its involvement in regulating

the JAK2 signaling pathway, which is crucial downstream EPO-R activation for erythroid cell survival,
proliferation and differentiation.
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Methods

In vitro culture of human CD34* erythroid cells and UT7/EPO cell line.

CD34* progenitor cells were isolated by positive selection kit (MiltenyiBiotec) using immunomagnetic
beads cell-sorting system (AutoMACS; MiltenyiBiotec) from healthy leukapheresis samples, in
agreement with our institutional ethics committee. CD34* cells were cultivated as recently described?*
from day (D)1 to D6 in Iscove’s modified Dulbecco’s medium (IMDM) (Biochrom) supplemented with
glutamine (Eurobio), containing 2% human AB serum (H2B), 1001U/ml penicillin (Eurobio), 100pg/ml

streptomycin (Eurobio), 500ug/ml human holo-transferrin (Sigma-Aldrich), 10ug/ml recombinant
human insulin (Sigma-Aldrich), 21U/ml heparin (Braun), 100ng/ml human stem cell factor (SCF)

(MiltenyiBiotec) and 31U/ml erythropoietin (EPO) (Roche). From D7 to D20, cells were culture in the
same medium but after SCF removal. UT7/EPO cells were maintained in a-minimum essential medium

(MEM) (Dominique Dutscher) supplemented with 10% FCS (Eurobio) and 2 1U/mL EPO as recently
described?®.

Flow cytometry (FCM)
Cells were washed and stained with appropriate panels of conjugated antibodies in 1X PBS plus 2mM

EDTA and 0.5% BSA on ice. All conjugated antibodies and corresponding isotypes were supplied from
MiltenyiBiotec. In all conditions, exclusion of non-viable cells was assessed using 7-amino-actinomycin

D (7-AAD, MiltenyiBiotec) or DAPI (MiltenyiBiotec). Apoptosis was assessed using the Miltenyi

Biotech kit according to the manufacturer’s instructions. Acquisition was performed on a MACSQuant
flow cytometer and analysis on FlowJo software.

Flow Imaging

Flow imaging was performed on ImageStream®X* Mark Il (Amnis/Luminex) using INPIRE™ software
(200.1.388.0). 1.10° cells in 50ul 1X PBS were stained with human Anti-HDACG6 antibody. Cell

analyses were performed on at least 10,000 cells at 60X magnification. Analysis was performed using

IDEAS™ software (6.2.64.0).

Lentiviral particles production and UT7/EPO cell transduction
ShRNA directed against HDACS, described used in a previous report, were a kind gift of Dr Najet Debili

(IGR, INSERM)?. Viral production and cell transduction were ensured as recently described?®.

UT7/EPO cells were infected using a MOI of 10; cells were washed 2 times in 1X PBS 48 hours after
transduction and GFP positives cells were sorted using a FACSAria Il (Becton Dickinson).

Immunoblots
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Cells were harvested at 10%/mL per condition, washed in 1X PBS and lysed on ice in RIPA buffer

(Sigma) containing protease and phosphatase inhibitors cocktail (Thermofisher). Lysates were gently
sonicated, centrifuged and protein concentration was quantified using Bradford assay (Interchim). After

standard procedures of SDS-polyacrylamide gel electrophoresis, nitrocellulose membrane transfer and
5% non-fat milk blocking, blotting was performed using 1/1000 diluted primary antibodies (references

in Suppl. Table 2). Bound primary antibodies were detected using anti-mouse (Sigma-Aldrich) or anti-
rabbit (Thermofisher) horseradish peroxidase- conjugated secondary antibody. Revelation was
performed by enhanced chemiluminescent substrate (Thermofisher) and signals were visualized using

Chemidoc Device (BioRad).

Protein extraction for immunoprecipitation experiments:
Protein acetylation was studied using immunoprecipitation (IP) experiments. Cells were lysed on ice in

an IP buffer (1%NP40, 150mM NaCl, 5mM EDTA, 65mM Tris HCI pH 8, 50mM HEPES, 3% glycerol,

1mM orthovanadate, 10mM sodium butyrate, 1% Phosphatase inhibitors Cocktail and 1% Protease
Inhibitors Cocktail) for 20 min. Cell lysates were also sonicated three times and homogenized with a

pellet mixer (VWR®). After centrifugation of cell lysates at 10,000 rpm for 15 min at 4°C, the
supernatants were collected and the protein concentrations were determined by colorimetric based

assays (NanoPhotometer® Pearl).

Immunoprecipitation, acetylation and protein-protein interactions analysis by immunoblot:

Protein acetylation and protein-protein interactions were studied using immunoprecipitation (IP)
experiments. Cell lysates were incubated with an antibody directed against the protein of interest or an

IgG control antibody (2 ug) overnight at 4°C. On the following day, immunocomplexes were incubated
with 50ul uMACS Protein G Microbeads (MiltenyiBiotec) during 45 min at 4°C. The magnetically

tagged immunocomplexes were then isolated in pColumns (MiltenyiBiotec) according to the

manufacturer’s instructions. Subsequently, an immunoblotting was performed to detect and characterize
the acetylation status of the protein of interest or to identify its partner proteins within the same complex.

RQ-PCR
Total RNA from fresh cells was isolated, treated with DNAse I, using the RNeasy Mini Kit (Qiagen).
RNA quantity was determined with the NanoDrop ND-1000 Spectrophotometer (Thermo Fisher

Scientific). For each sample, 500 ng of RNA was subjected for reverse transcription reaction (Reverse

Transcription Kit, Thermofisher). For the expression ratios of target genes vs. GAPDH housekeeping
gene, real time PCR was performed by power SYBR green assay (Thermofisher). Primer sequences are

listed Suppl. Table 3. Experiments were realized in the Quant Studio 7 Detection Device (Applied
Biosystems), including dissociation curves setting. The comparative Cr method was used for

quantification of gene expression.
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1

2

3

4

5 Cytospin for cytology, immunofluorescence microscopy

6 50.108 cells were cytospun (Cytospin3, Shandon) onto glass slides (Matsunami). Cytological analysis
7

8 was performed after May-Griinwald Giemsa (MGG) staining (Sigma) according to manufacturer’s
9 instruction. For fluorescent microscopy, 50.103 cells were fixed with 1% paraformaldehyde (PFA,

——
-

Thermofisher), permeabilized (Triton X100 0,1%, Sigma), washed by centrifugation (1500 rpm, 5 min)

1% resuspended in 100 pl 1X PBS- 5%BSA. Cells were incubated overnight at 4°C with an anti-HDAC6
1;‘ mouse primary antibody (1/100, sc-28386), then washed by centrifugation (1500 RPM, 5 min) and
16 resuspended in 100 ul 1X PBS- 5%BSA. Staining was performed with an Alexa Fluor® 647 anti-mouse
17 antibody (Thermofisher, A-21235) at room temperature for 1 h. After gentle washing followed by
18

19 cytospin (300g, 5min), coverslip-attached erythroblasts were mounted onto glass plates using ProLong
20 Gold Antifade Mountant with DAPI (Thermofisher). Images were taken using an Axio Imager M2
23 ApoTome microscope running ZEN software (Zeiss, France).

23

%g Reagents

26 ACY-1215 was purchased from Selleckchem. Dilutions were prepared in dimethylsulfoxide (DMSO).

27

28

29 RNA sequencing

30

31 Sequencing and bioinformatics analysis were performed by the Genomics and Bioinformatics facility
32 (GBiM) from the U 1251/Marseille Medical Genetics lab. mMRNA-Seq was performed on total RNA
33

34 samples from primary erythroid cells at D10 of differentiation, with or without exposure to ACY-1215,
}g in triplicate. Before sequencing, the quality of total RNA samples was assessed by using the Agilent
37 bioanalyzer (Agilent, USA): only RNAs with RNA Integrity Numbers (RIN) above 8 were deemed
38

39 suitable for sequencing and used for library preparation. For each sample, a library of stranded mRNA
40 was prepared from 500 ng of total RNA after capture of RNA species with poly-A tail poly(A), using
41

42 the Kapa mRNA HyperPrep kit (Roche, Switzerland), following the manufacturer’s instructions.
43 Indexed libraries were pooled and sequenced on an Illumina NextSeq 500 platform (75 bp paired-end

NN
i

sequencing).

46

47

48 Data processing and differential gene expression analysis

49

50 The quality of sequencing reads was assessed using fastQC?. Raw sequencing reads were mapped to
51 the human reference genome (Homo Sapiens genome assembly GRCh38 (hg38)) using STAR v2.5.3a%"
52

53 and bam files were indexed and sorted using Sambamba v0.6.6. After mapping, Number of reads per

feature (GENCODE v34 annotations) was determined using Stringtie v1.3.1c?8. Differential gene

(6,8,
(8,1

56 expression analysis was performed using a Wald test thanks to the DESeq2 package?. P-values were
57

58 adjusted for multiple testing using the method by Benjamini and Hochberg: Only transcripts with an
59 adjusted p-value (FDR, False Discovery Rate) below 0-05 were considered as significantly differentially

(o]
o
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expressed. Differentially Expressed Genes (DEG) were visualized in the form of heatmaps generated

using the Pheatmap R package, or volcano plots, representing the Log.FC (log2 of the expression fold
change) and the adjusted p-value, prepared using the EnhancedVolcano R package. Preranked Gene set

Enrichment Analysis (GSEA) of DEGs was achieved with the GSEA software (Version 4.2.0).
Preranked GSEA was performed using Kolmogorov-Smirnov test and 1000 gene-set permutation.

Statistical analysis
Statistical analyses were performed using two-tailed p value and parametric tests. Statistical significance

used was 0=0.05. For quantitative variables, we used Student’s t-test or one-way ANOVA test and
Tukey post-hoc analysis for multiparametric analysis. All numeric values as mean values * SD.
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Results

HDACEG is expressed and located in the cytoplasm of erythroid cells during in vitro human
erythroid differentiation.

We used a previously published model of in vitro erythroid differentiation of CD34* cells purified from
apheresis®* (Fig. 1A). We first quantified HDACG6 expression sequentially during erythroid

differentiation. We observed a progressive increase in HDAC6 RNA expression raising from Day (D)
11 to D18 (Fig. 1B). At the protein level, we observed an earlier increase in HDAC6 expression at D6

of differentiation followed by a progressive decrease in the late stages of differentiation (Fig. 1C). This

expression pattern and apparent discrepancy between RNA and protein level are in agreement with
proteomic data of human erythropoiesis published by Gautier et al®*. We then assessed HDACS6 cellular

localization during erythroid differentiation of human CD34* cells using indirect immunofluorescence
and flow imaging. As shown Fig. 1D, we observed that HDACS6 expression was mainly cytoplasmic at

D8 arguing for non-histone and cytoplasmic targets at this step of erythropoiesis.

Effects of HDACSG inhibition on the human in vitro erythroid differentiation.

We cultured CD34*-cells into in vitro driven erythroid differentiation in the presence of the HDAC6
pharmacological inhibitor: ACY-1215 from D6 to D10. We first evaluated the specificity of HDACG6i

using Western blot by assessing the level of acetylation of tubulin (a primary target of HDACG), and its
selectivity by the level of acetylation of histone H3. We observed that 0.5uM ACY-1215 gave the best

result in terms of HDACG inhibition, leading to an increased acetylated a-tubulin without affecting

histone H3 acetylation (Fig. 2A). When CD34* cells driven into erythroid differentiation were exposed
to ACY-1215, HDACS6 pharmacological inhibition didn’t affect the clonogenic potential of erythroid

progenitors (data not shown). When added at D6, ACY-1215 significantly decreased cell count at D8
and D10 (Fig. 2B) and increased the apoptotic rate as shown by Annexin-V staining (Fig. 2C). We

evaluated the effects of HDACG6 inhibition on erythroid differentiation using flow cytometry
(CD71/GPA staining) and cytology. We observed at D10 a delay in erythroid differentiation with a
decreased percentage of GPAM9" cells (Fig. 2D). This delay in differentiation resulted in a decrease in

hemoglobin synthesis with a cell pellet remaining barely red at D10 (Fig. 2E). Accordingly, MGG
staining at D10 revealed an increase in immature erythroblasts at the expense of mature cells (Fig. 2F).

Delay in erythroid maturation induced by ACY-1215 occurs at transcriptomic level and is
associated with a global modification of erythroid cell transcriptome.
By performing RQ-PCR analysis to assess key erythroid gene expression, we observed after ACY-1215

exposure an “immature” signature with an increased expression of GATAZ2, involved in early

proliferative phase and a decreased expression of genes associated with late erythroid differentiation
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such HBAL coding for the a-globin, EPOR and GATAL (Fig. 3A). The decrease in GPA expression

observed at cell surface by FCM after ACY-1215 exposure was confirmed at RNA level.
GATA2/GATALI ratio, a marker of balance between early proliferation/late differentiation phases, was

increased after HDACSG inhibition (Fig. 3B). GATAL expression was also slightly reduced at protein
level (Fig. 3C). In order to better understand the transcriptomic modifications induced by ACY-1215,
we performed an RNAseq analysis on D10 erythroblasts exposed to 24h HDAC6i or DMSO. We

observed 1920 DEG including 1134 upregulated and 786 downregulated (Fig. 3D-E). Principal
component analysis (PCA) clearly separated cells exposed to ACY-1215 to those exposed to DMSO

indicating that HDACS6 inhibition induced a distinct expression pattern (data not shown). Rank-based
GSEA analysis showed a (i) significant enrichment of downregulated genes related to bone marrow

erythroblast associated with a downregulation of genes involved in heme metabolism, (ii) consistently

with the results obtained by RQ-PCR, a significant enrichment of downregulated GATAL targets as well
as E2F targets and (iii) an enrichment of downregulated genes related to cell cycle (Fig. 3F). Extensive

results of RNASeq are presented in supp data.

HDACSG6 knockdown in the erythroleukemic cell line UT7/EPO repressed erythroid differentiation
at transcriptional level.

In order to rule out any off-target effect of HDACGi, we used a sShRNA-mediated HDAC6 knockdown

in the erythroleukemic cell line UT7/EPO, a cell line which proliferates in the presence of EPO and
expresses a high basal level of HDACG62%22%. This shRNA strategy induced a 50% decrease in HDAC6

expression at RNA and protein level (Fig. 4A and 4B). HDAC6 knockdown led to a-tubulin hyper
acetylation similarly to what was observed after ACY-1215-mediated chemical inhibition in primary
cells (Fig 4C). HDAC6 shRNA-mediated knockdown didn’t induce apoptosis in UT7/EPO cells as
shown by Annexin-V staining (Fig. 4D) but decreased GPA expression at cell surface, as assessed by

FCM (Fig 4E) and at RNA level (Fig. 4F), consistently with what was observed in primary cells after
ACY-1215.

HDACG6 knockdown in UT7/EPO and its inhibition in erythroid primary cells inhibited JAK2
phosphorylation in response to EPO stimulation.

We used the UT7/EPO cell model to study the JAK2/STATS5 response to EPO stimulation after HDAC6

knockdown or chemical inhibition. HDACSG inhibition decreased JAK2 phosphorylation in response to
EPO (Fig. 5A and 5B) as well as STATS5 activation (Fig. 5C and 5D), as assessed using immunoblot.

We then assessed the JAK2 response to EPO in human primary cells, by flow cytometry. We first
validated this method in UT7/EPO cells and confirmed the decreased JAK2 activation in response to

EPO in the same range than observed using immunoblot (Fig. 5E). In primary cells, we observed a
decreased p-JAK2 mean fluorescence intensity (MFI) after EPO stimulation, when cells were exposed
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to ACY-1215 in comparison with DMSO, confirming a defective JAK2 signaling downstream EPO-R

stimulation in both cell models (Fig. 5F).

14.3.3C acetylation regulation through HDACS6 activity regulates the JAK2/LNK interactions in
human erythroid cells.

In order to identify HDACS targets in human erythropoiesis, we developed a “candidate” approach
selecting potential targets according to published data and to our own findings. We selected initially two

candidates: Survivin and HSP90. Survivin has been involved during murine erythropoiesis and has been
reported to be an HDCAG target®-:32. HSP90 is also a known HDACS target. Its role in erythropoiesis
has been recently reported, through stabilization of immature, heme-free Hb-B and Hb-y*. However,

none of these two candidates were hyperacetylated in UT7/EPO cells after HDAC6 knockdown, ruling
out their involvement in the erythroid delay observed in human cells (Suppl. Fig 1)). We then focused

on 14-3-3¢ since (i) 14-3-3¢ is a known HDACS targets in HEK cells and MDA-MB-231 breast cell
line34 (ii) 14-3-3( interacts with LNK, a negative regulator of JAK2-mediated EPO signalling®®. We

assessed first its acetylation level in primary cells after ACY-1215 exposure. We performed 14-3-3(

immunoprecipitation followed by Western Blot using (i) an anti-acetyl lysine antibody and (ii) and anti-
14-3-3¢ antibody as a load control. HDAC6 knockdown induced 14-3-3( hyperacetylation (Fig. 6A).

We analyzed LNK/14-3-3 direct interactions first using 14-3-3¢ immunoprecipitation and revelation
with an anti-LNK antibody. As shown in Fig. 6B, ACY-1215 decreased the 14-3-3( /LNK interaction.

We then immunoprecipitated LNK and compared its interactions with JAK2 and 14-3-3( before and
after ACY-1215 exposure. We observed that ACY-1215 decreased LNK/14-3-3( interaction (Fig. 6C)
and adversely increased the LNK/JAK2 one (Fig. 6D). Taken together, these data showed that HDAC6

inhibition released LNK from its interaction with 14-3-3, increasing its availability to interact with and
inhibit JAK2.
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Discussion

Since expression and activity of HDACs are altered in many types of cancers®, these enzymes appear
to be interesting therapeutic targets, leading to the development of numerous chemical inhibitors.

However, the majority of HDACI are non-selective, inhibiting multiple HDAC isozymes and have toxic
off-target effects due to this broad activity. Among them, hematological toxicity including anemia is

one of the most frequent!?1419-21 Several reports highlighted the role of HDACs in mice and human

erythropoiesis. The HDACiI FK228 and TSA decreased EPO-erythroid differentiation and induced
apoptosis in a model of in vitro differentiation of human CD34* cells, although neither the type of

targeted HDAC neither the underlying mechanism were identified®”. HDAC1, a class | HDAC, regulates
erythroid transcriptional program by interacting among corepressor complexes with transcription factors
such as GATAL, Gfi-1B, TAL-1, PU-1, BCL-11a and KLF1, regulating their availability and activity
during the erythroid differentiation®®“43, The HDAC1/2 KO in hematopoietic cells is lethal in mice,
leading to severe hematopoietic defects particularly predominant in the erythroid lineage with decreased

maturation and increased apoptosis**4°. HDAC2, another class | HDAC, plays a role in nuclear
condensation and enucleation of late erythroblasts*®. Among class Il HDAC, HDACS directly interacts

with GATAL, repressing its transcriptional activity and differentiation of MEL cells*’. EPO alleviates
GATAL from this complex, leading to its acetylation, while HDAC5 progenitors present enhanced

erythroid differentiation*®. HDACS5 is part of the NURSERY complex containing pERK and the

transcription factors GATAL and KLF1, favoring their nuclear import*®. HDACS5 deficiency impairs
human erythroid differentiation through p53 and histone H4 hyperacetylation®°.

In the treatment of hematological malignancies, a key target among HDACs is class 11b HDACS. Indeed,
inhibition of HDACS6 induces the hyperacetylation of one of its well-identified targets, the chaperon

protein HSP90, which plays an important role in the maintenance and functionality of key regulators of
malignant hematopoiesis including mutant FLT3, Bcr-Abl fusion protein, and in the regulation of

signaling proteins such as AKT, c-Raf and JAK25. The ability of HDACI to regulate JAK2-dependant
signaling pathways has been largely explored in myeloproliferative neoplasms carrying the

constitutively active V617F mutation. Indeed, pan-HDAC inhibitors downregulate JAK2 VV617F protein

levels as well as the signaling pathways downstream, both in leukemic cell lines and in primary cells
from patients®>%3, HSP90 hyperacetylation decreased its chaperon properties, inducing degradation of

its target such as JAK2V617F%. Considering the crucial role of JAK2 during erythropoiesis, it is
therefore tempting to hypothesize that the anemia observed in patients treated with HDACSGi in vivo, and

the defect in erythroid differentiation that we observed in vitro are related to an altered HSP90/JAK2
axis. However, in the UT7 leukemic cell line and in human primary erythroid cells, both expressing a
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WT JAK2, we noticed that the total level of JAK2 remained unchanged, whereas its phosphorylation in

response to EPO was decreased. Besides, HSP90 acetylation level was not modified after HDAC6
inhibition in UT7/EPO cells. This may be related to (i) a different response of JAK2WT and JAK2

V617F to HDACI®® (ii) a different mechanism of JAK2 inhibition depending on the HDACi used.
Indeed, although HDAC6-mediated HSP90 acetylation level was thought to mediate JAK2 stability and

activity, a recent report identified HDAC11 as the main target to control the JAK-STAT pathway, cell
survival and proliferation in leukemic cells carrying the JAK2V617F mutation and in MPN induced in
mice by the MPLWSSL mutation®4. Since the decreased JAK2 response to EPO and the erythroid

differentiation delay observed after HDACS6 inhibition were independent of HSP90 hyperacetylation
and JAK2 degradation, it is likely that HDACS6 regulates JAK2 signaling and erythroid differentiation

through alternative pathways. We first assessed its cellular localization in erythroid cells. Indeed
HDACS carries a nuclear localization sequence (NLS) allowing its translocation to the nucleus where it

could impact histone acetylation level and control gene expression®®. In UT7/EPO and primary erythroid

cells, HDAC6 mainly localized in the cytoplasmic compartment and its inhibition did not significantly
modify histone H3 acetylation level. Therefore, HDACS role in human erythroid differentiation seems

mostly related to post-translational modifications by deacetylation of cytoplasmic substrates. We
identified 14-3-3( as potentially hyperacetylated in primary human erythroid cells after ACY-1215

exposure, and this was confirmed using immunoblot. HDACG6 ability to deacetylate lysines in the
binding pocket of 14-3-3( has already been described in HEK and MDA-MB-231 breast cell lines34. 14-

3-3 proteins are a family of ubiquitous proteins lacking any intrinsic enzymatic property but able to

interact with partners phosphorylated on serine-threonine residues and thereby to modulate their activity
through distinct mechanisms such as modification of their conformational state, catalytic activity,

cellular distribution or stability®®5”. They have been involved through interactions with signaling
proteins in the control of cell proliferation, metabolism and survival. 14-3-3 proteins are frequently

overexpressed in different types of cancer and their knockdown sensitizes malignant cell lines to

apoptosis and inhibits cell growth859, 14-3-3 is regulated by post-translational modifications, including
acetylation. In prostatic cancer cell line, 14-3-3( hyperacetylation after HDACGi leads to ERK and

CDC25 activation, blockage in cell cycle and apoptosis®. 14-3-3( is a crucial actor in hematopoiesis
through different mechanisms, dependent on cell lineage. In progenitors, it regulates signal transduction

downstream cytokine receptors such as GM-CSF or L35, During murine stress erythropoiesis, 14-3-3(
inhibits FoxO3 nuclear translocation leading to a decreased expression of anti-oxidant genes®?.

Moreover, upregulation of 14-3-3¢ in mice following knock-out of its regulator miR-451 impaired

erythropoiesis through increased sensitivity to oxidative stress, and the induced defect in erythropoiesis
has been rescued upon 14-3-3( knock-down®. We hypothesized that 14-3-3( was the main HDACSi

target in human erythroid cells. Jiang et al. reported, in murine hematopoietic stem cells, a direct
interaction between LNK and 14-3-3( alleviating the negative control of LNK on JAK2 signaling,

although the underlying mechanism was not described®*. The negative regulation of JAK2 activity by
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LNK is crucial, as shown by faster development of MPN in LNK” mice expressing a mutated JAK2,

and by the description of cases of MPN associated with LNK mutations in humans®-¢, Here, we show
that LNK availability to interact with JAK2 in erythroid cells is regulated by HDAC6-dependent 14-3-

3C acetylation level. Indeed, ACY-1215 exposure led to a higher 14-3-3( acetylation level, lowering its
interaction with LNK. In contrast, after HDACS6 inhibition, LNK interacts more strongly with JAK2,

leading to the repression of JAK2 signaling in response to EPO and inhibition of erythroid differentiation
(Fig. 7). Thus, in addition to its previously described role in the enucleation mice fetal liver erythroblasts
by deacetylation of mDia22%, we identified here a new mechanism of HDAC6-dependent control of

human erythropoiesis through 14-3-3( acetylation level, LNK availability and finally JAK2 activation
in response to EPO.
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Legends to figures

Figure 1: HDACS is expressed during human erythroid differentiation and is localized in the
cytoplasm of erythroid cells:

A: Scheme representing the in vitro differentiation protocol used in this study and the phenotype of
erythroid cells at D6-D8 and D10 corresponding respectively to ACY-1215 exposure and phenotype

analysis.

B: RQ-PCR showing HDACS6 expression at different time points of in vitro erythroid differentiation of
CD34* cells from apheresis (n=3).

C: HDACES expression at protein level quantified by Western Blot analysis using the same differentiation
assay (n=2).

D: HDACS localization in primary erythroid cells at D6, D8, D10 and D13 of in vitro differentiation
using immunofluorescence (left, n=3) and flow imaging (right, n=1)

Figure 2: Consequences of HDAC6 chemical inhibition during in vitro human erythroid
differentiation:

A: A representative immunoblot showing the acetylation level of Histone H3 (used as negative control
since not an HDACS target) and a-tubulin (positive control, since a known cytoplasmic HDACS target)

after HDACGi exposure in human primary erythroid cells (n=3). GAPDH is the same internal control
for both.

B: Comparative proliferation curves of human primary cells driven towards erythroid differentiation

exposed to 0.5uM ACY-1215 or DMSO, n=3.
C: Increased apoptosis in D10 erythroid progenitors exposed to 0.5uM ACY-1215 in comparison with

DMSO: % Annexin-V * cells, DMSO vs. ACY: 3.33(x1.5) vs. 14(£5.3), n=3, p<0.05.
D: Decreased percentage of GPAM" cells at D10 of erythroid differentiation assessed by FCM after
exposure to 0.5uM ACY-1215 vs. DMSO. Right: CD71/GPA dot plot obtained at D10 in one

representative experiment. % of GPAHS" cells at D10, DMSO vs. ACY: 38 (+8.7) vs. 15 (%7), n=3,
p<.01.

E: Pictures of the red cell pellet obtained at D10 after DMSO and 0.5uM ACY-1215 exposure (one
representative experiment, n=4)

F: Cytospin after May Griinwald Giemsa staining showing the D10 erythroblasts morphology after
DMSO and 0.5uM exposure; immature cells are identified by *; left: image from one representative

experiment; right: histograms showing the % of immature erythroblasts (ProE+ BasoE) in the two

conditions: DMSO vs. ACY-1215: 39% (£12.8) vs. 78.7% (x11.6), n=4, p<.05.
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Figure 3: global transcriptomic modulation induced by HDACSG inhibition in primary cells

A: RQ-PCR showing the differential expression of 11 genes involved during erythroid differentiation

between primary erythroid cells exposed to DMSO or ACY-1215. The figure represents the fold increase
in the ACY-1215 conditions relative to DMSO, n=4.

B: GATA2/GATAL ratio at RNA level assessed by RQ-PCR in primary erythroid cells between the
DMSO and the ACY-1215 conditions, n=4, p<.05.
C: GATAL decrease at protein level assessed by Western blot in primary erythroid cells exposed to

ACY-1215 comparatively to DMSO as a control, GATAL/GAPDH ratio, DMSO vs. ACY: 1.5 (+0.35)
vs. 0.9 (20.37), n=3, p<.05.

D: Heat map of Differentially Expressed Genes (DEG) in cells exposed to ACY-1215 or DMSO
(control), n=3

E: Volcano plot of the 26897 identified genes (dots). Genes were considered DEG (red dots) with a

Log2 fold change threshold of 1 and an adjusted p-value threshold of 0,05 with 1170 upregulated and
786 downregulated.

F: Gene Set Enrichment Analysis (GSEA) of DEG showing enrichment for Bone Marrow Erythroblast
(Normalized Enrichment Score (NES) = -7.322, False Discovery Rate (FDR)<.001, p<.001), Heme
Metabolism (NES = -6.173, FDR<.001, p<.001), GATA1 Targets (NES = -3.238, FDR<.001, p<.001),
E2F Targets (NES = -3.819, FDR <.001, p<.001), Cell Cycle (NES = -2.266, FDR<.01, p<.001).

Figure 4: Consequences of shRNA-mediated HDAC6 knockdown in the UT7/EPO
erythroleukemic cell line

A: HDACG6 knockdown efficiency at RNA level assessed by RQ-PCR in UT7/EPO cells transduced
with a lentivirus encoding a specific ShARNA. Mean % of decrease relative to shSCR: 52% (x12), n=8,

p<.0001.

B: HDACS6 knockdown efficiency at protein level assessed by Western blot in UT7/EPO cells. Mean %
of decrease relative to shSCR: 45% (£9), n=4, p<.01. One representative experiment is shown on the

right (n=4).
C: a-tubulin hyperacetylation in UT7/EPO cells transduced with the shHDACS6 lentiviral vector. One

representative experiment is shown (n=3).
D: Annexin-V staining in UT7/EPO cells transduced with shSCR and shHDAC6. % of Annexin-V*
cells: 4.9% (£1.9) vs. 4.6% (£1.6), n=3, p=NS.

E: Decreased GPA expression at cell surface in UT7/EPO cells expressing a HDAC6 shRNA:
percentage of GPA* cells shSCR vs. shHDACG6: 64% (£3) vs. 29.7% (%2.3), n=3, p<.001. Histogram

from one representative experiment is shown on the right.
F: Decreased GPA expression at RNA level in UT7/EPO cells expressing a HDAC6 shRNA, assessed

by RQ-PCR: % decrease in sShHDACS relative to shSCR: 51% (£23), n=6, p<.01.
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Figure 5: HDACG6 knockdown and chemical inhibition in UT7/EPO cells and primary cells leads
to decreased JAK2 and STATS phosphorylation in response to EPO

A: Left: p-JAK2/JAK2 ratio in UT7/EPO cells assessed by immunoblot after EPO stimulation between
shSCR and shHDACS6-transduced cells: Mean ratio p-JAK2/JAK2: shSCR vs. shHDACS6: 1.11 (+0.08)

vs.0.60(x0.16), n=5, p<.01. Right: one representative experiment is shown.
B: Right: p-JAK2/JAK2 ratio in UT7/EPO cells assessed by immunoblot after EPO stimulation in
UT7/EPO cells exposed to DMSO or 0.5uM ACY-1215: Mean ratio p-JAK2/JAK2: DMSO vs. ACY:

0.79 (£0.12) vs.0.41(%0.19), n=6, p<.01. Left: one representative experiment is shown.
C: Left: p-STATS/STATS ratio in UT7/EPO cells assessed by immunoblot after EPO stimulation in

shSCR and shHDACG6-transduced cells; Mean ratio p-STAT5/STAT5 shSCR vs. shHDACS6: 1.5(+0.32)
vs. 1.11(20.26), n=4, p<.01. Right: one representative experiment is shown.

D: Right: p-STATS5/STATS ratio assessed by immunoblot after EPO stimulation in UT7/EPO cells

exposed to DMSO or 0.5uM ACY-1215: Mean ratio p-STAT5/STATS5 DMSO vs. ACY: 0.84 (+0.19)
vs.0.62(+0.17), n= 6, p<.01. Left: one representative experiment is shown.

E: Left: p-JAK2/JAK2 ratio after EPO stimulation in shSCR and shHDAC6-transduced UT7/EPO cells
assessed by phosphoflow: Mean p-JAK2 MFI shSCR vs. shHDACG: 3.5+0.9 vs. 1.3+£0.3, n=3, p<.01.

F: Left: p-JAK2/JAK2 ratio after EPO stimulation in human primary erythroblasts cells exposed to
DMSO or 0.5uM ACY-1215 assessed by phosphoflow: Mean p-JAK2 MFI DMSO vs. ACY: 5.2+1.1

vs. 2.2+0.3, n=3, p<.01, n=3. Right: histograms from one representative experiment: grey: isotype, blue:

after EPO starvation, pink: after EPO restimulation.

Figure 6: HDACES inhibition in human primary erythroblasts leads to 14-3-3 hyperacetylation,
decreased LNK/14-3-3¢ and increased JAK2/LNK interaction

A: 14-3-3C acetylation level assessed after 14-3-3 immunoprecipitation and revelation using a anti-acety!l

lysine antibody in human primary erythroblasts after DMSO or 0.5uM ACY-1215 exposure. Left: ratio
acetyl/total 14-3-3(: DMSO vs. ACY: 0.30 (+0.146) vs.0.82(x0.18), n= 3, p=.002. Right: one

representative experiment is shown.
B: 14-3-3(/LNK interaction assessed using 14-3-3¢ immunoprecipitation and revelation using an anti-

LNK antibody in human primary erythroblasts after DMSO or 0.5uM ACY-1215 exposure. Left:
summary of 2 independent experiments, DMSO vs. ACY: 0.96 vs. 0.29. Right: One representative

experiment is shown.

C: 14-3-3¢/LNK interaction assessed using LNK immunoprecipitation and revelation using an anti-14-
3-3( antibody in human primary erythroblasts after DMSO or 0.5uM ACY-1215 exposure. Left: ratio

14-3-3( after IP/total 14-3-3(: DMSO vs. ACY: 1.11 (20.19) vs.0.45(x0.07), n= 3, p<.05. Right: one

representative experiment is shown.
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D: JAK2/LNK interaction assessed using LNK immunoprecipitation and revelation using an anti-JAK2

antibody in human primary erythroblasts after DMSO or 0.5uM ACY-1215 exposure. Left: ratio JAK2
after IP/total JAK2: DMSO vs. ACY: 0.28 (£0.1) vs.1.5(x0.3), n= 3, p<.05. Right: one representative

experiment is shown.

Figure 7: Scheme representing the effect of ACY-1215 on JAK2 signalling downstream EPO-R
activation
A: Without ACY-1215, 14-3-3{/LNK interactions release JAK2 from the negative control mediated by

LNK on its activation and signalization
B: In the presence of ACY-1215, hyperacetylation of 14-3-3( blocks 14-3-3(/LNK interaction,

increasing the LNK fraction that can interact with and inhibit JAK2.
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Key Points :

o GPX4 is expressed during human erythropoiesis and is required for the enucleation of orthochromatic

erythroblasts.

e GPX4 role in enucleation is independent from its function in ferroptosis regulation

ABSTRACT

The selenoprotein GPX4, the only member of the glutathione peroxidase family able to
directly reduce at cell membrane oxidized fatty acids and cholesterol, was recently identified
as the central regulator of ferroptosis. GPX4 knockdown in mice hematopoietic cells leads to
hemolytic anemia and to increased death of spleen erythroid progenitors. Although
expressed, the role of GPX4 during human erythropoiesis is unknown. Using an in vitro
erythroid differentiation, we show here that GPX4 irreversible inhibition by RSL3 and its
ShRNA-mediated knockdown strongly impaired enucleation in a ferroptosis-independent
manner since not restored by tocopherol or iron chelators. During enucleation, GPX4
localized with lipid rafts at the cleavage furrow between reticulocytes and pyrenocytes. Its
inhibition impacted enucleation after nuclear condensation and polarization and was
associated with a defect in lipid raft clustering (Cholera Toxin staining) and Myosin regulatory
light chain phosphorylation. Since selenoprotein translation and cholesterol synthesis share a
common precursor, we investigated whether the enucleation defect could represent a
compensatory mechanism favoring GPX4 synthesis at the expense of cholesterol, known to
be abundant in lipid rafts. Lipidomics and filipin staining failed to show any quantitative
difference in cholesterol content after RSL3 exposure. However, addition of cholesterol
increased Cholera Toxin staining, Myosin regulatory light chain phosphorylation and
improved enucleation despite GPX4 knockdown. In summary, we identified GPX4 as a new
actor of human erythroid enucleation, independently of its function in ferroptosis control. We
described its involvement in lipid raft organization required for contractile ring assembly and

cytokinesis, leading in fine to nucleus extrusion.



INTRODUCTION

The glutathione peroxidase (GPX) enzymes are part of the protective system against
oxidative damages that includes prevention of oxidation by iron-sequestering proteins and
antioxidant molecules, scavengers of reactive oxygen species (ROS) and reduction of
oxidants such as peroxides through enzymatic reactions. Experiments in mice revealed that
the selenoprotein GPX4 was the only GPX family member essential for embryonic
development.! It is also the sole GPX able to directly reduce at cell membrane cholesterol
and polyunsaturated lipid peroxides into alcohols.” Recent reports identified GPX4 as the
central inhibitor of ferroptosis, a process during which iron-induced peroxidation of
membrane lipids causes a specific cell death that can be reverted by lipophilic antioxidants
such as tocopherol or by iron chelators.®™ Ferroptosis was first described in ras-mutated
cancer cells and was induced directly by 1S,3R-RSL3 (RSL3), a pharmacological inhibitor
targeting GPX4 by covalent bond or indirectly by erastin that depleted the GPX4 cofactor
glutathione by blocking cystine import through transporter Xc  inhibition.®® GPX4 has
stimulated interest and is considered as a promising anticancer target.” Many reports since

highlighted implication of ferroptosis in multiple tissues and diseases including

8-12 13,14

neurodegenerative diseases, acute kidney injury, cardiomyopathy™ or recently
hemochromatosis.'® Transferrin receptor |, highly expressed during erythropoiesis, was
recently found upregulated in cancer cell lines treated with RSL3 and shown to be a specific
ferroptosis marker.'” By potentially preventing from ferroptosis cells that contain high iron
level required for heme synthesis, GPX4 appears as a good candidate for antioxidant
defense in the erythroid lineage. The role of GPX4 in murine erythropoiesis has been
recently revealed using a GPX4 knockout model restricted to hematopoietic cells. These
mice developed anemia related to necroptotic death of erythroid precursors reverted in vivo
by vitamin E and by Rip3 deletion.’® Late erythropoiesis was also impaired with defective
reticulocyte maturation related to accumulation of large autophagosomes and impaired
mitophagy.*® Although highly expressed at RNA level at orthochromatic stage,”> GPX4 role
during human erythroid maturation has not been reported so far. In this report, we aimed to
study GPX4 expression and function during in vitro erythroid differentiation from human
CD34" cells obtained from apheresis. Using both an RSL3-mediated chemical inhibition and
an shRNA-mediated GPX4 knockdown, we describe here for the first time a role of GPX4 in
enucleation of human erythroblasts that is dependent on lipid raft clustering and Myosin

phosphorylation.



METHODS

In vitro culture of human CD34" progenitors

CD34" progenitor cells were isolated by positive selection kit (MiltenyiBiotec) using
immunomagnetic beads cell-sorting system (AutoMacs; MiltenyiBiotec) from healthy
leukapheresis samples, in agreement with our institutional ethics committee (Amiens Centre
Hospitalo-Universitaire). From Day (D)1 to D6, sorted cells (purity>95%) were cultured in
Iscove’s modified Dulbecco’s medium (IMDM) (Biochrom) supplemented with stabilized
glutamine (Eurobio), containing 2% human AB serum (H2B), 100U/ml penicillin (Eurobio),
100pg/ml streptomycin (Eurobio), 500ug/ml human holo-transferrin  (Sigma), 10ug/ml
recombinant human insulin (Sigma), 2IU/ml heparin (Braun), 100ng/ml human stem cell
factor (SCF) (MiltenyiBiotec) and 3IU/ml erythropoietin (EPO) (Roche). From D7 to D20, SCF
was removed to the erythroid differentiation medium.

Clonogenic potential

Cultured cells were plated in triplicate at a density of 2000 cells in 1 ml of semisolid
MethoCult H4435 enriched medium (Stem Cell Technologies) and incubated at 37°C in a
humidified atmosphere with 5% CO, after addition of DMSO or 1uM RSL3. The BFU-E
(erythroid burst-forming units) and CFU-E (erythroid colony-forming units) colonies were

cultured for 14 days according to the criteria described by Dover and al.?*

Lentiviral particles production and cell transduction

Three ShRNA against GPX4 and one scramble ShRNA cloned in pLKO.1-CMV-tGFP vector
were purchased from Sigma Aldrich, designed using Mission® ShRNA tool (detailed
sequences in Suppl. Table 1). Viral production and transduction were ensured as recently

described. %

Flow cytometry

Cells were harvested sequentially from D1 to D20 of differentiation, washed and stained with
appropriate panels of conjugated antibodies in PBS plus 2mM EDTA and 0.5% BSA on ice
(Suppl. Table 2). In all conditions, exclusion of non-viable cells was assessed using 7-
amino-actinomycin D (7-AAD) or DAPI. AlexaFluor 647 Cholera Toxin subunit b (CTB)
(Thermofisher) was used to stain lipid microdomains rich in ganglioside GM1. Lipid
peroxidative damage was assessed by staining cells for 30 min with 10uM lipophilic

fluorophore probe C11-BODIPY®*®¥**}(Thermofisher) as previously described.”® Filipin



(Sigma) was used at 0.1mg/ml to assess membrane cholesterol content after cell fixation
using 1% PFA.

Fluorescent microscopy

Cells (5 x 10" /ml) treated with vehicle or RSL3 were fixed with 1% paraformaldehyde (PFA,
Thermofisher), permeabilized (Permwash-BD), washed by centrifugation (1500 rpm, 5
minutes) resuspended in 100 yl 1x PBS- 5%BSA then stained with AlexaFluor 647 GPX4
(SantaCruz) and AlexaFluor 488-conjugated Flotillin-2 (SantaCruz) or AlexaFluor 488-
conjugated CTB (Thermofisher). After gentle washing followed by cytospin (300g, 5min),
coverslip-attached erythroblasts were mounted onto glass plates using ProLong Gold
Antifade Mountant with Dapi (Thermofisher). Images were taken using an Axio Imager M2

ApoTome microscope running ZEN software (Zeiss, France).

Reagents
RSL3, Simvastatin, Ferrostatin, Necrostatin were purchased from Selleckchem and alpha-
tocophérol, Qvd-Oph, 3-MA, Deferoxamine, mercaptosuccinic acid, Cholesterol and

Isopentenyl pyrophosphate were obtained from Sigma Aldrich.

Statistical analysis

Statistical analyses were performed using two-tailed p value and parametric tests. Statistical
significance used was a=0.05. For quantitative variables, we used Student’s t-test or one-
way ANOVA test and Tukey post-hoc analysis for multiparametric analysis. All numeric

values as mean values = SEM.

Methods for imaging flow cytometry (IFC), immunoblots, RQ-PCR and neutral lipid

quantification are detailed in “Supplemental Methods”.



RESULTS

Following GPX4 inhibition effects throughout human erythroid differentiation

GPX4 expression at RNA and protein levels was first investigated during ex vivo
erythropoiesis from human CD34" cells. GPX4 mRNA level was highly expressed from D6 to
D11 compared to early progenitors (Suppl. Fig 1A), then decreased during terminal
differentiation. At protein level, GPX4 expression was also highest from D6 to D11 then
decreased from D14 to D17 during terminal stages when orthochromatic erythroblasts
endured nucleus extrusion, in agreement with published proteomic data (Suppl. Fig 1B).% In
attempt to verify if GPX4 expression correlated with a specific function during human
erythropoiesis, we performed pharmacological inhibition throughout our differentiation model
using RSL3 that binds specifically and covalently GPX4, resulting in its post-translational

26-28 Eor ex vivo CD34" cell differentiation, we tested three RSL3 concentrations:

degradation.
0.5uM, 1pM and 2uM and measured, from D1 to D18, cell count and viability (data not
shown). We chose 1uM RSL3 as the optimal dose with no lethality and an efficient GPX4
knockdown, in agreement with other reports.>?° GPX4 protein level assessed by immunoblot
decreased drastically after 1uM RSL3 exposure for 24h and 96h (Suppl. Fig 1C and 1D). In
contrast, RSL3 did not affect GPX1 expression, another GPX family member expressed in
the erythroid lineage (Suppl. Fig 1C). At 1uM, RSL3 added at DO affected neither cell
proliferation nor viability, highlighting a potential resistance of primary erythroblasts to
ferroptosis driven by GPX4 inhibitor (Fig 1A). We then wondered whether the successive
steps of erythroid differentiation could be affected by RSL3-mediated GPX4 inhibition.
Progenitor compartment, assessed using erythroid colony-forming assay, was not impacted
by RSL3 exposure (Fig 1B). We performed flow cytometry to follow erythroid maturation from
hematopoietic progenitors to nucleated orthoerythroblasts (OrthoE) at D15. No significant
changes in CD34, CD36, CD71, GPA, Band3 and CD49d expression were observed
between RSL3-exposed cells and controls (Fig 1C and Suppl. Fig 2A for FCM strategy). We
followed more precisely erythroid maturation assessing characteristics of late erythropoiesis,
i.e. loss of CD49d assessed by FCM between D15 and D18, cell downsizing and decrease in
nucleo-cytoplasmic ratio using imaging flow cytometry (IFC). We found no differences
between DMSO and RSL3 conditions, only a trend towards an increased cell size but below
threshold of significance (Fig 1D, 1E and 1F), arguing for a non-essential role of GPX4 from

progenitor to orthochromatic stage.

Defective enucleation due to RSL3 or ShRNA-mediated GPX4 knockdown
We then studied the last step of erythroblast maturation, i.e enucleation, which can be

assimilated to an asymmetric cytokinesis leading to genesis from one erythroblast (GPA™",



Hoechst™) of one enucleated reticulocyte (GPA™", Hoechst™Y) and one extruded nucleus
i.e pyrenocyte (GPA", Hoechst™) (Suppl. Fig 2A). 33132 We cultured cells as described in
Methods from DO, then added DMSO and RSL3 at D14 and followed carefully the
enucleation process by FCM, cytology and IFC (D18-D20). In control cells, enucleation
reached 75% at D20. In contrast, RSL3-exposed cells enucleated less efficiently, showing a
30% and a 50% reduction at D18 and D20 respectively in comparison with DMSO (Fig 2A).
This enucleation defect was confirmed using cytology after MGG staining and IFC, showing
with both techniques a higher proportion of nucleated erythroblasts after RSL3 exposure (Fig
2B and Suppl. Fig 2B). To verify that enucleation defect was not related to an off-target
effect of RSL3, we performed GPX4 knockdown using three GPX4-specific shRNA
sequences cloned into a lentiviral vector. After transduction, GFP* erythroblasts were sorted
and GPX4 expression quantified at RNA and protein levels. Using RQ-PCR, we observed a
65%, 25% and 63% decrease in GPX4 mRNA level in SH1, SH2 and SH3 transduced cells,
respectively (Suppl. Fig 3A). Using Western Blot, SH1 and SH3 induced a 78% and 80%
downregulation of GPX4 protein expression respectively, while SH2 was less efficient (59%
decrease) (Suppl. Fig 3B). shRNA-mediated GPX4 knockdown didn’t impact erythroid
differentiation until enucleation (Suppl. Fig 3C). As for RSL3, percentage of Hoechst" cells at
D20 was significantly higher in GPX4-knockdown conditions than in controls and depended
on the level of GPX4 knockdown (Fig 2C). Taken together, our data showed that enucleation

was significantly impaired after GPX4 knockdown.

GPX4 inhibition impaired enucleation in a ferroptosis, mitophagy and necroptosis-
independent manner

GPX4 is in many cell types a central regulator of ferroptosis.?’ However, level of lipid
membrane peroxidation after GPX4 knockdown in primary erythroblasts, measured by C11-
BODIPY*®#*¥staining, was low affecting less than 5% of erythroblasts after a 12h 1uM RSL3
exposure. Increasing RSL3 to 3uM impacted cell viability but weakly increased C11-
BODIPY®Y5%! #flyorescence (<10%) (Fig 3A). Erythroleukemic UT7 cells were also 10-fold
more resistant to RSL3-induced lipid peroxidation than the myeloid cell line U937 and
lymphoid cell line RAMOS (Suppl. Fig 4A). This weak C11-BODIPY**"**!staining argues for
an enucleation defect being ferroptosis-independent. Indeed, (i) the indirect ferroptosis
inducer erastin that acts upstream GPX4 didn’t impact enucleation (Suppl. Fig 4B) and (ii)
enucleation rate at D20 was not recovered by pre-treatment with ferroptosis inhibitors such
as tocopherol, ferrostatin and deferoxamine (Fig 3B). We also investigated involvement of
other cell death pathways: necroptosis (Necrox), apoptosis (QVD-Oph) or mitophagy (3-MA)
inhibitors failed to revert GPX4 inhibition-related defect of enucleation (Fig 3B). We then

assessed whether the relative resistance of primary erythroblasts to ferroptosis might be due



to compensatory mechanisms by other enzymes harboring a GPX activity such as
peroxiredoxin-6 (PRDX6), the only enzyme of the PRDX family having both a phospholipase
and a GPX activity.*® PRDX6 expression is maximal at the end of erythroid maturation
according to transcriptomic database.?* We used mercaptosuccinic acid (MSA), a selective
inhibitor of PRDX6 peroxidase activity.*® We observed a synergistic effect of RSL3 and MSA,
on the induction of membrane lipid peroxidation at D15 reflecting the fact that GPX4 and
PRDX6 may compensate each other deficiency to protect human erythroblasts from lipid

peroxidation (Fig 3C).

RSL3-induced enucleation defect was restored by cholesterol or its precursor IPP but
was not directly related to decreased cholesterol content

Isopentenyl pyrophosphate (IPP), product of the mevalonate pathway, is an intermediate
metabolite of cholesterol synthesis, and also a source of isopentenyl tRNA which is required
for selenoprotein translation,***" highlighting the crosstalk between GPX4/ferroptosis and
cholesterol pathways ** (Suppl. Fig 5A). We wondered if RSL3 could favor the use of IPP
towards isopentenyl-tRNA synthesis as a compensatory mechanism to GPX4 knockdown, at
the expense of cholesterol production. Indeed cholesterol is essential for cytokinesis * and
nucleus expulsion in mammalian erythropoiesis.***' Simvastatin, a specific inhibitor of HMG-
CoA reductase, significantly decreased the enucleation rate, mimicking the effect of GPX4
knockdown (Suppl. Fig 5B). When 10uM cholesterol was added in the medium at D14,
enucleation at D20 was partially restored in RSL3-treated erythroblasts as shown by FCM
(Fig 4A) and cytology (Fig 4B). We quantified total cholesterol using filipin fluorescent probe
2 and found no difference between control and RSL3-conditions at D20 (Fig 4C). We also
performed neutral lipid extraction and gquantification by analytic GC-FID chromatography and
found no difference in the cholesterol/total neutral lipid ratio between the two conditions (Fig
4D). Notably, adding 5uM IPP at D14 in the medium partially restored enucleation at D20
(Fig 4E) but not GPX4 expression as assessed by Western Blot (Fig 4F). Taken together,
our results evidenced that RSL3-mediated enucleation impairment was not related to a
cholesterol quantitative defect by mevalonate pathway derivation. The recovery of the
phenotype by an increased cholesterol uptake evocated however its involvement in the
enucleation defect, but more likely in a qualitative way, through an anomaly of its repartition

within cell membrane.

Enucleation impairment related to GPX4 knockdown occurs at the pyrenocyte-
reticulocyte cytokinesis step
Enucleation is a well-coordinated multistep process that requires (i) chromatin condensation

(i) nucleus migration at cell surface on pole of the OrthoE (iii) contractile actin ring (CAR)



formation leading to cytokinesis. OrthoE nucleus compactness assessed by IFC was not
impacted by RSL3 exposure (Fig 5A). A close examination of cytospin after MGG staining
revealed that RSL3-treated cells presented a dense polar nucleus, revealing that nucleus
migration was not impacted (Fig 5B). We confirmed this data using IFC **** by quantifying
the “delta centroid” corresponding to the distance between the center of the nucleus mask
(DAPI) and the center of the cytoplasmic mask (GPA).*> RSL3-treated cells exhibited a delta
centroid slightly higher than control erythroblasts (Fig 5C). By defining four gates
corresponding to successive steps in nucleus extrusion (for mask strategy, cf. Suppl Fig 6A
and B), we observed that RSL3 impacted enucleation lately during the separation between
reticulocyte and pyrenocyte (Fig 5D). Since membrane lipid reorganization is known to play a
central role in enucleation through clustering of lipid rafts at the cleavage furrow between
pyrenocyte and reticulocyte,*® we assessed GPX4 localization at D15 before enucleation
using immunofluorescence and observed a perinuclear staining with polar reinforcement,
evocating its potential role at this cleavage furrow (Fig 6A). Moreover, we observed that
GPX4 co-localized with two lipid raft markers: Flotillin-2, a major protein component *’ (Fig
6B) and Cholera Toxin subunit b (CTB), a specific marker of GM1 ganglioside,*® (Fig 6C)

arguing for a GPX4 role in lipid raft clustering at cleavage furrow.

GPX4 knockdown-mediated enucleation defect is related to an impaired lipid raft

clustering and CAR formation that can be restored by adding exogenous cholesterol

Clustering of lipid rafts containing GM1 gangliosides at the cleavage furrow is crucial for CAR
formation between nascent reticulocyte and pyrenocyte border.*® First, we studied CTB
distribution using immunofluorescence microscopy and observed that, in control
erythroblasts, CTB staining was strong and more intense around the nucleus, at the pole of
nascent reticulocyte as previous reported.“® In contrast, a diffuse and weak CTB signal was
observed in RSL3-treated cells (Fig 7A and Suppl. Fig 7). This decreased CTB staining was
confirmed using FCM (Fig 7B). These data supported that GPX4 inhibition strongly deemed
to perturb lipid rafts integrity, resulting in impaired enucleation that may reflect a defect in
CAR formation/function. Indeed, enucleation in mice requires CAR assembly and anchorage
at the furrow, which depends on Myosin regulatory light chain (MRLC) phosphorylation.*® We
evaluated then whether GPX4 inhibition could affect MRLC phosphorylation. IFC revealed as
expected pMRLC reinforcement at the cleavage furrow between reticulocyte and pyrenocyte
(Suppl. Fig 8A). The staining was however strongly decreased in RSL3 condition, using
western blot and FCM (Fig 7C and 7D), even if stil predominant at the
pyrenocyte/reticulocyte interface (Suppl. Fig 8B). At last, since cholesterol is required for

lipid raft accumulation and stabilization during cytokinesis,* we hypothesized that the partial



reversion of the RSL3-induced enucleation defect observed after adding cholesterol in the
medium (Fig 4A) was due to its ability to stabilize lipid rafts despite GPX4 knockdown.
Indeed, we observed that adding cholesterol from D14 restored lipid raft formation as
assessed by CTB staining at D20 (Fig 7E) and CAR assembly as assessed by pMRLC
quantification using immunoblot at D18 (Fig 7F), in parallel with the restoration of enucleation

in a context of GPX4 knockdown.



DISCUSSION

GPX4 was highly expressed in our culture system of human erythroid differentiation,
reaching a peak at day D6 that corresponds to erythroblast exponential amplification
associated to higher transferrin receptor expression and beginning of hemoglobin synthesis.
%52 gince erythroblasts require a high bioavailable iron concentration to synthesize
hemoglobin, a seducing hypothesis would be that GPX4 would protect these cells with
elevated cellular iron pool from ferroptosis. However, no significant impact of GPX4 inhibition
in terms of cell death was observed during erythroblast differentiation. Moreover, lipid
peroxide level was weakly increased in RSL3-treated primary erythroblasts. This is in
contrast with mouse models, since GPX4” mouse erythroblasts presented increased lipid
peroxidation, ROS level and perturbed reticulocyte maturation.’®**® Such discrepancy
between human and mice erythropoiesis has been described, notably when using knockout

mice to model human diseases such as Diamond Blackfan anemia >3

or congenital
dyserythropoietic anemia type 11.>* The relative resistance of human erythroblasts to
ferroptosis and their ability to overcome the negative effects of GPX4 inhibition, if surprising,
have been described in other cell models.?**®> Our findings showed that erythroblasts, for
protecting themselves against ferroptosis, may rely on other enzymes with GPX activity that
compensate each other deficiency. Our data identified PRDX6, expressed in erythroblasts **
and recently identified as a regulator of ferroptosis,* as a potential candidate. Alternatively,
other mechanisms of resistance could be also investigated, including ferroptosis suppressor

proteinl (FSP1) as a lipid peroxyl radical trap °’

or Prominin2-dependent multivesicular
bodies formation and iron-containing exosomes release.>®

Enucleation is probably an evolutionary process that leaves more space for hemoglobin
inside red cells and increases their deformability that is crucial for red cell survival in the red
pulp of the spleen.® It is a complex process that requires reorganization of red cell lipid
membrane and cytoplasmic cytoskeleton, leading to nucleus expulsion as well as
asymmetric sorting of membrane proteins and lipids.*°*®! Enucleation can be assimilated to

62-64

an asymmetric cytokinesis with well-defined hallmarks: (i) a decrease in nucleus size

and a chromatin condensation related to post transcriptional modifiers of gene expression,*"

45,68

®" (i) nuclear polarization, (i) membrane lipid raft clustering,® (iv) formation of a

contractile ring through a Rac-GTPase pathway °"°

and calcium-dependent activation of
Calmodulin inducing Myosin Il phosphorylation,” (v) accumulation at the furrow of Clathrin-
dependent vesicles that provide membrane material. "*’® Our main finding was that GPX4
knockdown altered human erythroblast enucleation in vitro during the steps (iii) and (iv), as
shown by the arrest of nucleus extrusion after its polarization at cell surface. Interestingly,

this phenotype was ferroptosis and necroptosis-independent although these cell deaths were



associated with GPX4 deficiency in mice erythroid cells.'® Instead, enucleation defect
observed after GPX4 knockdown was associated with an alteration of lipid raft clustering.
Lipid rafts are dynamic microdomains involved in membrane trafficking and signaling.”"
Many reports highlighted their crucial role during cytokinesis,”® a process to which
enucleation can be compared.®? During cytokinesis, lipid rafts cluster at the cleavage furrow
between the two daughter cells, allowing recruitment of small GTPases and progression of
cytokinesis through a CAR formation. Konstantidinis et al confirmed using IFC that mouse
erythroblast enucleation had the same requirement in terms of lipid raft confluence and CAR
assembly.*® Our results show that in human OrthoE, GPX4, the only GPX family member
located at cell membrane localizes at the cleavage furrow with lipid raft markers and seems
required for the re-organization of membrane lipid domains. Interestingly, enucleation defect
could be partially restored by adding an excess of cholesterol. Exogenous cholesterol is
known to integrate the outer leaflet of plasma membrane and concentrates during cytokinesis
at the cleavage furrow, allowing sphingomyelin accumulation ’” and probably restoring lipid

raft signaling.”

Indeed, increasing the membrane cholesterol content could partially
overcome GPX4 deficiency in RSL3-treated cells by increasing lipid raft markers and Myosin
phosphorylation. However, the underlying mechanisms linking GPX4 to lipid rafts remain
unclear. We first thought that GPX4 knockdown would induce a decrease in membrane
cholesterol content by driving IPP towards selenocysteyl-tRNA synthesis and GPX4
translation at the expense of the cholesterol pathway. However, total cholesterol content was
equivalent between DMSO and RSL3-treated cells. GPX4 knockdown may induce a
qualitative defect with abnormal cholesterol distribution and destabilization of lipid rafts. High-
resolution techniques that allow precise analysis of lipid distribution during enucleation
process would be of great interest in that matter.

Finding a new protein involved in erythropoiesis raises the question of its potential implication
in pathophysiology of hematological diseases and whether it could be used as a target for
therapeutics. Ineffective erythropoiesis leading to anemia is observed in benign and
malignant hemopathies such as thalassemia and myelodysplastic syndromes. In these
diseases, erythroid defects leading to inaccurate reticulocyte production are heterogeneous
and occur at multiple steps, including apoptosis of erythroid precursors, defective
HSP70/GATA1 interaction, translation defect, aberrant splicing, oxidative stress and
anomalies in terminal differentiation involving mitophagy and nuclear condensation.’®™®
Enucleation is directly impaired during congenital dyserythropoietic anemia type (CDA) IV
(OMIM #613673), a rare type of ineffective erythropoiesis leading to numerous circulating
nucleated red cells. This autologous dominant disease is related to E325K mutation in KLF1,
leading to expression of a variant with a strong dominant negative effect on KLF1 regulation

network.23#* Ex vivo culture of CD34" cells from a CDA IV patient revealed no defect in



proliferation nor erythroid maturation until the orthoE stage but an alteration in enucleation
reproducing the same phenotype observed after RSL3 exposure or GPX4 knockdown. %
Defect in enucleation could then be related to a decreased GPX4 expression since (i) GPX4
enhancer/promoter region carries a KLF1 binding consensus site ® (i) GPX4 downregulation
is observed in fetal liver cells of KLF1” mice ® and in polyE and orthoE of the E339D KLF1-
mutant Nan mice. ® Moreover, when studied in vitro, EKLF" erythroid cells undergo normal
nuclear condensation and polarization but are blocked at the last step of enucleation. 8%
Considering these data, it would be of great interest to study GPX4 expression, lipid raft
clustering and CAR formation in erythroid cells from CDA IV patients to identify their potential
involvement in the phenotype in addition to the already described cell cycle defect.
Deciphering human enucleation mechanisms is also a cornerstone for improving ex vivo red
cell generation for transfusion purposes: protocols for large scale production of enucleated
erythrocytes from CD34" or peripheral mononuclear cells have been well described, with an
up to 90% enucleation rate but are still donor-dependent.”*? Attempts to use inexhaustible
source of stem cells such as hES/IPS or immortalized cell lines are challenged by an
insufficient enucleation rate obtained after driving these cells into erythroid differentiation.®
Pathophysiological mechanisms leading to this defective enucleation remain not totally
understood, despite recent data showing a persistent Vimentin expression having a negative
effect on enucleation.” It has been shown that adding exogenous cholesterol improved the
osmotic resistance of ex vivo-generated RBC from CD34" cells. In this culture system with
high enucleation efficiency, cholesterol supplementation could even increase the reticulocyte
count and fasten erythroid maturation. ** Therefore, previous data describing the importance
of lipid rafts for CAR formation during enucleation, in addition to our results on involvement of
GPX4 and cholesterol in this process, may represent a new way to study, understand and
improve enucleation of erythroblasts obtained from these donor-independent stem cell
sources.

In summary, our data identify GPX4 as a new actor in the vast family of proteins involved in
human erythroblast enucleation. We could in this report specify the precise step during which
it is involved, i.e. after nuclear condensation and polarization in OrthoE stage. We also
demonstrated its involvement in lipid raft clustering and Myosin phosphorylation that are
known to be essential for CAR assembly and cytokinesis between pyrenocytes and

reticulocytes at the last step of erythroblast maturation.
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FIGURES LEGENDS

Figure 1: Effects of GPX4 inhibition on human in vitro erythropoiesis from CD34" cells
to orthochromatic erythroblasts

A: Effect of GPX4 inhibitor, RSL3 at 1uM, vs. DMSO on cell counts from Dayl (D1) to D18
during in vitro erythroid differentiation from peripheral blood CD34" cells. Dead cells were
excluded using Trypan blue staining (n=3).

B. Effect of GPX4 inhibitor, RSL3 at 1uM, versus DMSO on clonogenic activity of erythroid
progenitors. No differences in BFU-E and CFU-E counts were noticed (n=3).

C. Flow cytometry dot plots assessing erythroid differentiation at early D5 (CD34/CD36),
intermediate D7 and D13 (CD71/GPA) and late D15 (CD49d/Band3) stages, in DMSO and
1uM RSL3 conditions. Dot plots were obtained from one representative experiment (n=3).

D, E, F. Comparative assessment of three features of orthochromatic erythroblast maturation
between 1uM RSL3 and DMSO-treated cells: Mean fluorescence intensity of CD49d
assessed by FCM showing its kinetics of decrease between D15 and D18 (n=3) (D), imaging
flow cytometry analysis of cell size (E) and nucleo-cytoplasmic ratio (F), at D18-D20
(depending on the kinetics of differentiation) (n=5). None of these parameters were
statistically different between DMSO and RSL3 conditions. A trend towards a higher cell size
after RSL3 exposure ratio after RSL3 exposure was observed, but below significance
threshold (p=.09).

Student’s t test, *p <.05; **p <.01; ***p <.001. NS: non significant. Error bars are SEM

Figure 2: Enucleation impairment induced by GPX4 inhibition and gene silencing

A. Left: representative Band 3/Hoechst dot plots obtained at D20 in GPA™ control and 1M
RSL3-treated cells using FCM (n=5). Right: curves showing quantification of enucleated
GPA"/Hoechst™ cells (%) from D16 to D20 in 1uM RSL3 and control treatments (n=5).
Percent of enucleated cells DMSO vs. RSL3: D18: 49 +49% vs. 31 +3%, p<.01; D20: 78 +5%
vs. 39 +5%, p<.01.

B. Left: May-Grunwald—Giemsa staining of DMSO or 1uM RSL3-treated cells. Images
shown were taken at D18 and were representative of three independent experiments. Right:
cytological count after MGG staining of orthochromatic erythroblasts and reticulocytes (%) in
1uM RSL3 and control conditions (n=3). Percent of RET, DMSO vs. RSL3: 43 +6% vs. 10
+3%, p<.01.

C. Left, histogram representing the percentage of decrease in D20 enucleation observed
after transduction of three different ShRNA against GPX4 (SH1, SH2, SH3) in comparison to
control (ShSCR) (n=3). Percent of enucleation decrease in comparison to SCR: SH1: 52
+3%; SH2: 21 +2%; SH3: 49 +4%, SCR vs. each SH: p<.0l. Right: a representative
histogram of Hoechst staining at D20 in SCR and SH1-transduced cells.

*p <.05; **p <.01; **p <.001. Error bars are SEM



Figure 3: Enucleation defect induced by GPX4 inhibition was not related to ferroptosis
in human primary erythroblasts

A. FCM quantification of lipid ROS using C11-BODIPY®*¥**! staining in primary erythroblasts
treated with RSL3 at two concentrations (1uM and 3uM) during 12h. H202 was used as
positive control inducing a shift > 70% (not shown). RSL3 induced a dose-dependent,
statistically significant but weak increase in percentage of positive cells (n=3). Percent of
C11-BODIPY®Y9%* cells, DMSO vs.1uM RSL3: 1 +0.1% vs. 4 +0.5%, p<.05. 1uM RSL3 vs.
3uM RSL3: 4 £0.5% vs. 8 £0.7%, p<.01.

B. Histogram showing quantification of enucleated GPA/Hoechst cells (%) at D20 in DMSO
and 1uM RSL3-treated cells, with and without ferroptosis inhibitors (100uM o-tocopherol,
2uM Ferrostatin, 5uM Deferoxamin), 20uM apoptosis inhibitor (QVD), 10uM necroptosis
inhibitor (Necrox) and 5mM autophagy inhibitor (3MA). There was no statistically significant
difference in the enucleation rate between DMSO and all the different inhibitors tested (n=3).

C. Induction of membrane lipid peroxidation assessed by FCM and C11-BODIPY>8/5%
staining after inhibition of GPX4 using 1uM RSL3 and inhibition of the GPX activity of PRDX6
using 40uM mercaptosuccinic acid (MSA) (n=3). DMSO vs. RSL3 and MSA, p<.05, RSL3 vs.
MSA, p: NS, RSL3 or MSA vs. RSL3+MSA, p<.05.

*p <.05; **p <.01; ***p <.001. NS: non significant. Error bars are SEM

Figure 4: Mevalonate pathway’s molecules partially reverted enucleation defect
induced by GPX4 inhibition

A. FCM histogram showing quantification of enucleated D20 GPA*/Hoechst cells treated
with DMSO or 1uM RSL3, with and without adding 10uM cholesterol (CHOL) at D14 in the
culture medium (n=3). Percent of enucleated cells, RSL3 vs. RSL3 + CHOL: 35 +1% vs. 50
+1.6%, p<.01.

B. Left: D20 May—Grunwald-Giemsa staining of DMSO, 10uM CHOL, 1uM RSL3 and RSL3
+ CHOL conditions. Right: MGG staining count of orthochromatic erythroblasts and
reticulocytes (%) (n=3). Percent of RET RSL3 vs. RSL3+cholesterol: 26 +4% vs. 46 +6%,
p<.05.

C. D20 cholesterol quantification in RSL3 and DMSO-treated cells using filipin staining on
FCM after cell fixation. Left: filipin MFI DMSO vs.1uM RSL3: 11 +0.9 vs. 9 £0.2, n=3, p=NS.
Right: a representative histogram of three independent experiments, methyl-B-cyclodextrin
(MBCD) was used as a control of cholesterol depletion.

D. Left: histogram showing quantification of cholesterol/ total neutral lipids ratio measured by
GC-FID method as described in Methods and normalized by protein quantity in D20
erythroblasts (n=3). Percent of CHOL/NL DMSO vs.1uM RSL3: 87.9 +2.6% vs.88.2 +2%,
n=3, p=NS



E. Histogram showing FCM quantification of enucleated D20 GPA'/Hoechst cells treated
with DMSO or 1pM RSL3, with and without 5uM isopentenyl pyrophosphate (IPP), at D20
(n=3). IPP partially restored the enucleation defect induced by RSL3. Percent of enucleated
cells RSL3 vs. RSL3+IPP: 31 +5% vs. 45 +5%, p<.05.

F. Representative immunoblot from three independent experiments showing that the 1uM
RSL3-related GPX4 knockdown at protein level was not reverted by 10uM cholesterol or
5uM IPP. Numbers represent mean GPX4/GAPDH ratio of each condition relative to DMSO
(n=3).

*p <.05; **p <.01; ***p <.001. NS: non significant. Error bars are SEM

Figure 5: Enucleation impairment induced by GPX4 inhibition occurred after nucleus
condensation and polarization

A. Imaging Flow Cytometry analysis of nuclear compactness in GPA*/Hoechst® D18-D20
erythroblasts (performed when enucleation reached 50% in controls) treated with DMSO or
1pM RSL3 (n=5). To measure nuclear compactness, we used dedicated compactness
feature from IDEAS(TM) software applied on the nuclear image channel 01 as identified by
Hoechst staining. Briefly, it reveals the degree of how well the object is packed together,
higher is the value, the more condensed is the object.

B. May Grunwald Giemsa staining showing nucleus polarization in DMSO and 1uM RSL3
conditions in D18-D20 erythroblasts (Arrow shows polar nucleus in orthochromatic
erythroblasts; P: pyrenocytes, R: reticulocytes).

C. Left: Imaging Flow Cytometry measuring delta centroid in GPA*/Hoechst® erythroblasts
treated with DMSO or 1uM RSL3 (n=5). Delta centroid indicates eccentricity level of nucleus
inside cell. Right: a representative IFC image showing OrthoE polarized nucleus in DMSO
and 1uM RSL3 conditions. Delta centroid DMSO vs. RSL3: 0.93 £0.03 vs. 0.99 +0.05, p<.05.

E. Imaging Flow Cytometry analysis and quantification (%) of GPA*/Hoechst" erythroblasts at
different enucleation steps in DMSO or 1uM RSL3 conditions (n=5). Gates of the successive
steps in nucleus polarization and extrusion are defined and detailed in supplementary figure
6. Briefly, Init corresponded to initiation of polarization with loss of the central position. Enuc
1 to 3 corresponds to progressive increase of the nucleus delta centroid associated with a
decrease in the Aspect ratio Brightfield, Enuc 3 corresponding to extruding nuclei. Percent of
Enuc2: DMSO vs. RSL3: 7.9 +3% vs. 4.8 £3.6%, p<.05; % Enuc 3: 1.2 +0.6% vs. 0.4 +0.2+:
p<.05.

*p <.05; **p <.01; ***p <.001. NS: non significant. Error bars are SEM



Figure 6: GPX4 had a perinuclear distribution during enucleation and localized with
lipid raft markers Flotillin and Cholera Toxin b subunit

A. Representative image of AlexaFluor 647-conjugated GPX4 immunolabelling and DAPI
staining during erythroblast enucleation (n=3). These images were taken at D15 of
differentiation at 60X magnification used with oil immersion

B, C Representative image of DAPI staining and (B) AlexaFluor 647-conjugated GPX4 and
AlexaFluor 488-conjugated Flotillin-2 immunolabelling or (C) AlexaFluor 647-conjugated
GPX4 and AlexaFluor 488-conjugated Cholera Toxin b immunolabelling on D15 at beginning
of enucleation at 60X magnification used with oil immersion (n=3).

Figure 7: GPX4 inhibition led to disruption of lipid rafts at cleavage furrow and to
decrease in Myosin phosphorylation that was partially restored by cholesterol

A. Representative image of DAPI, AlexaFluor 488-conjugated pMRLC, AlexaFluor 647-
conjugated CTB staining using fluorescence microscopy in DMSO and 1pM RSL3 treated
cells at D18 (n=3).

B. Histogram showing the significant decrease in CTB mean fluorescence intensity
measured by FCM at D20 in 1uM RSL3-treated erythroblasts in comparison to DMSO (n=3).
Mean MFI: 80 +5 (DMSO) vs. 37 +12 (RSL3), p<.05.

C. Left: representative phospho-Myosin Regulatory Light Chain immunoblot of erythroblasts
treated with DMSO or 1uM RSL3 during enucleation stage at D18. Right: quantification of the
decrease in pMRLC induced by 1uM RSL3 exposure, using the pMRLC/MRLC vs. GAPDH
ratio (n=3): 0.69 +0.05 vs. 0.34 +0.06, p<.001.

D. Histogram showing mean fluorescence intensity of pMRLC, measured by FCM in fixed
and permeabilized erythroblasts in DMSO and 1uM RSL3 conditions, during enucleation
stage (n=3). p<.05.

E. Addition of 10pM cholesterol at D14 corrected the CTB decrease induced by RSL3
exposure, as assessed by FCM (n=3). D20 erythroblasts, CTB MFI RSL3 vs. RSL3+CHOL.:
3.9 +0.3 vs. 5.9 £0.2, p<.05.

F. Left, representative phospho-Myosin Regulatory Light Chain and GPX4 immunoblot of
erythroblasts treated with DMSO or 1uM RSL3, with and without 10uM cholesterol, during
enucleation stage (n=3). Catalase, MRLC and GAPDH were used as load controls. Right:
Densitometric pMRLC/MRLC vs. GAPDH ratio between RSL3 and RSL3+cholesterol from
three independent experiments: 0.137 +0.05 vs. 0.507 +0.06, p<.001.

*p <.05; **p <.01; ***p <.001. Error bars are SEM
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ABSTRACT

ereditary xerocytosis is a dominantly inherited red cell membrane

disorder caused in most cases by gain-of-function mutations in

PIEZO1, encoding a mechanosensitive ion channel that translates a
mechanic stimulus into calcium influx. We found that PIEZO1 was
expressed early in erythroid progenitor cells, and investigated whether it
could be involved in erythropoiesis, besides having a role in the homeostasis
of mature red cell hydration. In UT7 cells, chemical PIEZO1 activation using
YODALI repressed glycophorin A expression by 75%. This effect was
PIEZO1-dependent since it was reverted using specific short hairpin-RNA
knockdown. The effect of PIEZO1 activation was confirmed in human pri-
mary progenitor cells, maintaining cells at an immature stage for longer and
modifying the transcriptional balance in favor of genes associated with early
erythropoiesis, as shown by a high GATA2/GATA1 ratio and decreased o/
globin expression. The cell proliferation rate was also reduced, with accumu-
lation of cells in GO/G1 of the cell cycle. The PIEZO1-mediated effect on
UT7 cells required calcium-dependent activation of the NFAT and ERK1/2
pathways. In primary erythroid cells, PIEZO1 activation synergized with
erythropoietin to activate STATS and ERK, indicating that it may modulate
signaling pathways downstream of erythropoietin receptor activation.
Finally, we studied the in-vitro erythroid differentiation of primary cells
obtained from 14 PIEZO1-mutated patients, from 11 families, carrying ten
different mutations. We observed a delay in erythroid differentiation in all
cases, ranging from mild (n=3) to marked (n=8). Overall, these data demon-
strate a role for PIEZO1 during erythropoiesis, since activation of PIEZO1 -
both chemically and through activating mutations - delays erythroid matu-
ration, providing new insights into the pathophysiology of hereditary xero-
cytosis.

Introduction

PIEZO proteins were identified as a family of mechanically activated transduc-
tors, first described in neuronal cell lines, which convert mechanical forces into
biological signals.' PIEZO1 is a large, three-blade propeller-shaped protein dis-
playing 38 transmembrane-helix domains, and is encoded by the broadly
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expressed FAN38A gene™ (GTEx Project) (htps://gtexpor-
tal.org/home/gene/PIEZO1).  Activation  of  the
mechanosensitive ion channel PIEZO1 has a significant
effect on red blood cell physiology. Under physiological
conditions, PIEZO1 regulates ATP release from human
mature erythrocytes,* and has been shown to control red
blood cell volume and hydration homeostasis through
ion balance.” PIEZO1 induces a cationic current that
develops quickly after activation of the protein by a
mechanical stress; this activation is followed by a rapid
inactivation determined by the C-terminal extracellular
domain and the inner pore helix.” PIEZO1 is a non-selec-
tive channel although it presents a preferential conduc-
tance of monovalent cations, and a significant permeabil-
ity to calcium (Ca™)."” PIEZO1 gain-of-function muta-
tions have been associated with most cases of hereditary
xerocytosis (HX), leading to either a slower inactivation
or altered channel kinetics.*" These mutations induce
excessive Ca’ influx and secondary activation of the
Gardos channel in red cells, thereby causing potassium
(K*) leakage, water loss, and erythrocyte dehydration."*

So far, the role of PIEZO1 during erythropoiesis has
only been described in mature erythrocytes. However, it
is also expressed earlier in human erythroid progeni-
tors.”” In many cell types such as epithelial, urothelial
and endothelial cells, PIEZO1 has been involved in regu-
lation of the cell cycle, proliferation and differentiation.””
'® Prompted by a recent report that a PIEZO1 mutation
could mimic myelodysplastic syndrome with mega-
loblastic features,” we performed an extensive and com-
prehensive investigation of PIEZO1 expression and func-
tion using primary human erythroid progenitor cells. We
investigated consequences of its activation either by the
selective activator YODA1 in normal human erythroid
progenitors or by activating mutations in HX-derived
hematopoietic progenitors from 14 patients carrying ten
different mutations. We observed that PIEZO1 activation
in our models modified the kinetics of erythropoiesis,
inducing a delay in terminal erythroid differentiation.
Our results suggest that PIEZO1 plays a key role during
human erythroid differentiation.

Methods

The primary cell culture protocol, multiparametric flow
cytometry (MFC), live imaging flow cytometry (IFC), western
blot, immunofluorescence, quantitative reverse transcriptase
polymerase chain reaction (RT-qPCR) analysis and reagents are
detailed in the Online Supplementary Methods.

Cell lines culture

The UT7 cell line was maintained in o-minimum essential
medium (Dominique Dutscher) supplemented with 10% fetal
calf serum (Eurobio) and cytokines. Two subclones were used:
the UT7/GM clone and the UT7/EPO clone. The UT7/GM
clone was used as a model of erythropoietin (EPO)-driven dif-
ferentiation, proliferating under 5 ng/mL recombinant human
granulocyte-macrophage colony-stimulating factor (GM-CSE;
Miltenyi) and differentiating under 5 U/mL EPO after GM-CSF
had been removed by two washes in 1x phosphate-buffered
saline.”” The UT7/EPO clone (a gift from Dr. Y.Zermati, Institut
Cochin, Paris, France) was used as a model of EPO-driven pro-
liferation, and cultured with 2 U/mL EPO (Online Supplementary
Figure S1).”!

Patients’ samples and primary cell cultures

HX hematopoietic cells were obtained from blood samples
collected into EDTA or from phlebotomy bags after patients’
informed consent in accordance with the Helsinki declaration.
This study was conducted in compliance with French legislation
on non-interventional studies. Patients’ data were collected
directly from their medical records or through the HX French
Cohort registry, approved by the National Commission on
Informatics and Liberty. The diagnosis of HX was based on clin-
ical and biological features and a typical osmotic gradient ekta-
cytometry curve before genetic testing. Thirteen of the patients
in this study were recently extensively described.” Control sam-
ples were obtained from blood or mobilized peripheral blood
mononuclear cells (MNC) of healthy subjects. The MNC were
isolated using density gradient-centrifugation (Ficoll-Paque
PLUS, GE Healthcare) and CD34" cells were sorted by magnetic
microbead separation on MACS columns (AutoMACS
Separator). The complete protocol for erythroid differentiation
is described in Ounline Supplementary Figures S1 and S2 and
detailed in the Online Supplementary Methods.

Lenti/retroviral production and cell infection

Four short hairpin (Sh) RNA against PIEZO1 (Sh-PIEZO1) and
one control scrambled ShRNA (Sh-SCR) cloned in pLKO.1-
CMV-tGFP vector were designed using the Mission® shRNA tool
and purchased from Sigma-Aldrich (detailed sequences are pro-
vided in Online Supplementary Table S1). Specific anti-PIEZO1
targeting was verified using an online alignment research tool
(nucleotide BLAST®, NCBI). Viral production was ensured in the
HEK293T cell line, after transfection using Lipofectamine® LTX
with Plus™ reagent (Thermo Fisher Scientific) in antibiotic-free,
high-glucose Dulbecco modified Eagle medium (Dominique
Dutscher). Lentiviral supernatant was harvested from day 2 to 4,
and filtered through a 0.45 wM polyvinylidene fluoride mem-
brane (Millex-HV 0.45 uM 33 mm, Merck-Millipore) before
ultracentrifugation on day 4 (100,000 g for 90 min at 4°C,
Optima L-80XP, Beckman-Coulter). We used a mix of the four
ShRNA to knockdown PIEZO1 in the UT7/EPO cell line.
Infection was performed overnight with 8 ug/mL polybrene
(Sigma-Aldrich). In UT7/EPO cells, 10 uL of each supernatant
were used to infect 5x10° cells, and were sufficient to induce
>90% GFP, both with the Sh-SCR and Sh-PIEZO1 mix. Forty-
eight hours after transduction, cells were washed in 50 mL 1x
phosphate-buffered saline and cultured for an additional 3 days
in the presence of dimethylsulfoxide (DMSO) or YODA1 before
MEC staining. The retroviral MigR vector containing dominant-
negative MEK was a generous gift from Prof. S. Giraudier
(Hopital Saint-Louis, Paris, France).

Statistical analysis

Statistical analyses were performed using two-tailed P values
and parametric tests. The a value for statistical significance was
set at 0.05. For quantitative variables we used a Student r-test for
paired or unpaired samples depending on the experiment under
consideration. All numerical values are expressed as mean values
+ standard deviation.

Results

PIEZO1 is expressed at an early stage during in vitro
erythropoiesis of human CD34* cells

We first assessed PIEZO1 expression during synchro-
nized human in vitro erythroid differentiation as described
in Online Supplementary Figure S2B. PIEZO1 mRNA was
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preferentially expressed in CD34" cells and in early stages  Expression of glycophorin A (GPA) was measured in par-
of erythropoiesis from day 4 to 10 (corresponding to allel as a positive marker of erythroid differentiation
burst-forming unit-erythroid/colony-forming unit-ery-  (Figure 1B). Similar results were observed at the protein
throid/proerythroblast in our culture system) then level using MFC (Figure 1C, D). The specificity of PIEZO1
decreased during terminal maturation (Figure 1A). This antibody staining using MFC was verified by western blot
was in agreement with previously published RNA- and immunofluorescence assays (Online Supplementary
sequencing analyses on erythroid precursors."***  Figure S4).
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Figure 1. PIEZO1 expression during human in vitro erythroid differentiation. PIEZO 1 expression was assessed at day 4 in CD45°*/CD123/CD34*/CD36 cells, and
at day 7 in CD36" cells, for both the gene and protein expression experiments. (A) PIEZO1 mRNA expression (determined by quantitative reverse transcriptase poly-
merase chain reaction, RT-qPCR) relative to HPRT expression, during synchronized erythroid differentiation. Differential expression relative to day O. Statistical analy-
sis was made compared to day 10. No significant change was seen at days 4, 7, and 12. (B) Glycophorin A (GPA) mRNA expression (determined by RT-qPCR) relative
to HPRT expression, during synchronized erythroid differentiation. Reference was day 0. (C) Kinetics of relative PIEZO1 protein expression during in-vitro erythroid
differentiation, in parallel to relative GPA membrane expression. For both, expression at each time point was assessed by multiparametric flow cytometry (MFC)
(mean fluorescence intensity at the time point relative to that at day 10.) (D) MFC histograms of PIEZO1 protein expression assessed at different culture time points
(red). We used both the secondary antibody alone (blue) and a non-specific rabbit anti HLA-DR1 antibody (orange) as controls. (n=3 for all experiments).
**%pP<0.001; **P<0.01; * P<0.05.
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YODA1 inhibits cell proliferation and blocks erythroid ic PIEZO1 activator,” at increasing concentrations and ¢

differentiation in a PIEZ01-dependent manner in UT7 selected 5 uM for further experiments in these cells (Online
cells Supplementary Figure S3A, B). At this concentration,

The UT7/GM cell line was used as a model of EPO- YODA1 decreased cell proliferation (Figure 2A) and
induced erythroid differentiation. Indeed, these cells increased the percentage of cells in the GO/G1 phase
expressed a low level of GPA under exposure to GM-CSE,  (Figure 2B). No difference in cell mortality or apoptosis
and acquired GPA in the presence of EPO (Ounline rate was noted (Online Supplementary Figure S3C, D).
Supplementary Figure S1A-C). We tested YODAI, a specif-  Under the differentiation condition using 5 U/mL EPO,
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Figure 2. Effect of PIEZO1 chemical activation on the proliferation and differentiation of UT7 cells. Glycophorin A (GPA) expression and cell proliferation were
assessed after 72 h of culture in medium containing granulocyte-macrophage colony-stimulating factor (GMCSF) or erythropoietin (EPO). (A) In the UT7/GM cell line,
stimulation with 5 uM YODA1 reduced cell expansion compared to that induced by dimethylsulfoxide (DMSO) (2.6 fold). (B) In the UT7/GM cell line exposure to 5
uM YODA1L in GMCSF-containing medium led to cell accumulation in the GO/G1 phase of the cycle (67+1% with DMSO vs. 75+3% with YODA1), and a significant
decrease in cells in the G2/M phase (18+1% with DMSO vs. 12+2% with YODA1). (C) Stimulation with 5 U/mL EPO induced partial erythroid differentiation in
UT7/GM cells, as shown by GPA acquisition (56+3% vs. 14+2% in GMCSF-containing medium), which was strongly inhibited after PIEZO1 chemical activation using
5 uM YODA1 (94+8% with YODA1 vs. 56+3% with EPO+DMSO). (D) Representative multiparametric flow cytometry histograms showing the repression of EPO-medi-
ated GPA expression after exposure to YODAL in UT7/GM cells. (E) GPA repression was also observed in UT7/EPO cells after exposure to 5 uM YODA1 for 3 days
(82+6% vs. 46+7% with DMSO). (F) In UT7/EPO cells transduced with Sh-SCR, YODA1 repressed GPA expression (39+1.8% vs. 77+1.1% with DMSO) whereas infec-
tion with a mixture of four different Sh-PIEZO1 abolished the YODA1-mediated inhibition of GPA (96+2% with YODA1 vs. 98+0.4%, P=NS). (n=3 for all experiments,
**%P<0.001; **P<0.01).
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YODAL1 significantly repressed GPA induction (Figure 2C,
D), and this effect was dose-dependent (Online
Supplementary Figure S3A). Using the UT7/EPO cell line
that proliferates in the presence of EPO and expresses a
high level of GPA at baseline (Online Supplementary Figure
S1A, right), we observed a similar dose-dependent GPA
downregulation after exposure to YODAI1 (Figure 2E and
Ounline Supplementary Figure S3B, E). We ruled out any
YODAL1 off-target effect using a Sh-RNA lentiviral strate-
gy that specifically knocks down PIEZO1. Transduction
efficiency was >90%, as assessed by GFP expression. The
Sh-RNA-mediated PIEZO1 decrease was 65% at the RNA
level (Online Supplementary Figure S4A). At the protein
level, the decrease was 50% as assessed by MEC (Online
Supplementary Figure S4B) in comparison to the level in
cells transduced with a Sh-scrambled control (Sh-SCR).
The PIEZO1 decrease was confirmed using western blot-
ting and immunofluorescence (Online Supplementary Figure
S4C, D). Following exposure to YODA1, GPA expression
decreased in Sh-SCR-transduced cells but not in cells
transduced with Sh-PIEZO1 (Figure 2F). The effect was
related to GFP intensity, being weaker in cells expressing
Sh-PIEZO1 at a lower level (Online Supplementary Figure
S4E). Sh-PIEZO1 had the opposite effect of YODA1 on
GPA expression since it enhanced erythroid differentiation
by increasing the percentage of GPA" cells compared to
the control Sh-SCR. (Figure 2F and Online Supplementary
Figure S4E). Sh-PIEZO1 did not revert the decreased prolif-
eration induced by YODA1 exposure, and induced a
reduced proliferation rate by itself in comparison to Sh-
SCR (Online Supplementary Figure S4F).

PIEZO1 activation delays erythroid differentiation
in human CD34"-derived erythroid cells

We then investigated whether the erythroid blockage
induced by YODALI in leukemic cell lines was confirmed
in human primary cells. Sorted CD34* cells were driven
into erythroid differentiation (Online Supplementary Figure
S2A). A dose of 1 uM YODA1 was selected for drug expo-
sure based on dose-escalation data (Online Supplementary
Figure S5A). Erythroid differentiation was assessed on day
10 by MEC and cytology. YODA1 reduced cell amplifica-
tion without increasing cell death or apoptosis (Online
Supplementary Figure S5B-D). Importantly, it led to a dras-
tic delay in GPA acquisition, with accumulation of imma-
ture CD367/CD117* erythroblasts and a decrease in
CD717/GPA™" mature cells (Figure 3A-D). These results
were confirmed by cytology, which showed an increase in
immature erythroid precursors after exposure to YODA1
(Figure 3E, F). To investigate the timing of the YODA1
effect more precisely, we synchronized the cell culture
(Online Supplementary Figure S2B). CD36/GPA™ colony-
forming unit-erythroid cells were sorted on day 7 and
exposed sequentially to 1 uM YODA1 or DMSO from day
7,10, or 13 to the end of the culture. Red cell terminal dif-
ferentiation was evaluated as the mean percentage of enu-
cleated cells on day 21. The YODA1 effect was maximal
when cells were exposed early, from day 7 to 10, as
shown by the significant decrease in the Hoechst negative
fraction at day 21 (Online Supplementary Figure S6A, B). A
decrease in the ratio of enucleated cells was also observed
on cytological analyses after early exposure, with the
effect being weaker when YODA1 was administered on
day 13 (Online Supplementary Figure S6C). We showed here
that erythroid differentiation was delayed but not blocked

after PIEZO1 activation, since precursors reached final
enucleation, but at a slower rate. Taken together, these
data argue for a YODAI effect at the transition between
the GPA™ and GPA"® stages, corresponding to the begin-
ning of the differentiation of erythroid precursors.”

PIEZO1 activation delays erythroid differentiation
through transcriptional control

Using RT-qPCR we investigated whether the YODA1-
induced delay in erythroid differentiation was driven by
global transcriptional control. In human primary erythroid
cells, EPO-mediated GPA mRNA induction was inhibited
by YODA1, indicating that the GPA repression occurred at
the transcriptional level. PIEZO1 activation also reduced
EPO-mediated o- and g-globin mRNA induction (Figure
4A). Since GATA2 expression during erythropoiesis is
associated with the early proliferative stage while GATA1
is the key protagonist of terminal differentiation, we eval-
uated the GATA2/GATA1 mRNA ratio after exposure to
YODAUI. It increased significantly in comparision with the
ratio after exposure to DMSO (Figure 4B). A broader
analysis of erythroid gene expression confirmed that pri-
mary erythroblasts exposed to YODAI1 displayed an
immature erythroid profile, with higher expression of
BMI1 and STAT5A mRNA and lower ALAS2, EPOR,
AHSP and SLC4A1 mRNA expression (Figure 4C).

YODA1-induced inhibition of erythroid differentiation
is Ca**-dependent and does not require activation
of the Gardos channel

PIEZO1-mediated red cell dehydration in HX is Ca™-
dependent; since PIEZO1 is a non-selective cation chan-
nel, we next evaluated whether this was also the case dur-
ing erythropoiesis. In UT7/GM cells, YODA1 caused a
strong dose-dependent increase in cytosolic Ca* (Figure
5A). This effect was abolished in Ca*-free medium, con-
sistent with YODA1 causing a strong Ca’* influx from the
extracellular to the intracellular compartment (Figure 5A,
B). Ca* chelation using 2 mM ethylene glycol tetra-acetic
acid (EGTA) totally blocked the YODAl-mediated
decrease of GPA; this was rescued by addition of 2 mM
calcium chloride (Figure 5C). The same effect was
observed after intracellular Ca* chelation using BAPTA-
AM (data not shown). Since red cell dehydration in PIEZO1-
HX involves a Ca*-dependent secondary activation of the
Gardos channel” we investigated whether the effect of
PIEZO1 on erythroblasts was also Gardos-dependent. As
shown in Figure 5D, in UT7/GM cells, Senicapoc, a selec-
tive Gardos channel inhibitor, did not revert the YODA1-
associated blockade of GPA, indicating that YODAI-
induced inhibition of erythroid differentiation did not
require secondary activation of the Gardos channel.

PIEZO1 effect on erythroid differentiation involves
modulation of NFAT, ERK1/2, and STAT5 pathways
in UT7 cells and human primary erythroblasts

We next investigated Ca*-dependent signaling path-
ways activated downstream PIEZO1 in erythroid cells.
Since NFAT is a well-known target of Ca*-signaling in
many cell types,” we evaluated whether it was involved
in erythroid cells. Calcineurin inhibition using 5 uM
tacrolimus completely blocked the YODA1-induced GPA
repression in UT7/EPO cells (Figure 6A). Moreover, expo-
sure to YODAU1 led to substantial nuclear translocation of
NFATc1, significantly increasing the similarity score value



compared to DMSO (Figure 6B, C, and Online
Supplementary Figure S7A). These data argue for a role of
the PIEZO1/Ca*/NFAT pathway in the control of ery-
throid differentiation. We also tested whether the main
transduction pathways associated with EPO signaling
were involved. We used a strategy based on: (i) protein
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phosphorylation measurements after stimulation with
YODA1 and/or cytokines in cell lines and primary cells
and (ii) chemical inhibitors, assuming that inhibition of
any pathway downstream of PIEZO1 would revert the
YODA1-mediated phenotype. We tested two main path-
ways: ERK1/2 and STATS. The phospho-ERK inhibitor
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Figure 3. PIEZO1 chemical activation delayed erythroid differentiation of human primary CD34"-derived cells. (A) Exposure to 1 uM YODA1 for 3 days decreased
the mature erythroblastic population expressing CD71 and GPA"# [8+4% vs. 60+12% with dimethylsulfoxide (DMSO)]: multiparametric flow cytometry (MFC) at day
10. (B) Representative MFC plots showing the decrease in the CD71'/GPA"#" population due to YODA1 (right) compared to the effect of DMSO (left), at day 10. (C)
Exposure to 1 uM YODA1 increased the immature erythroblastic population expressing CD36 and CD117 (85+5%) compared to that following exposure to DMSO
(36+11%). (D) Representative MFC plots showing the increase in CD36'/CD117" population due to YODA1 (right) compared to that due to DMSO (left), at day 10.
(E) Excess of immature erythroid cells, i.e., proerythroblasts and basophilic erythroblastsb upon exposure to YODAL compared to exposure to DMSO, assessed by
cytology after May-Griinwald-Giemsa (MGG) staining (96+5% vs. 63+6%). (F) Representative cytology after MGG staining at day 10 of in vitro erythroid differentiation
showing a heterogeneous population of erythroblasts at all stages of maturation including the orthrochromatic (*) stage in the control (left) compared to a more
homogeneous population of immature erythroblasts in the presence of 1 uM YODA (right). (n=4 in experiment E, n=3 in all other experiments). ***P<0.001;

**P<0.01; *P<0.05.
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UO126 induced spontaneous GPA expression in the
absence of EPO, showing that ERK activation was neces-
sary to maintain UT7/GM cells in an undifferentiated
GPA"" state. YODAI1 did not revert the high GPA expres-
sion induced by ERK1/2 inactivation (Figure 6D). The
same results were observed using a retrovirus containing a
MEK dominant-negative form (Online Supplementary Figure
S7B). This indicated that the effect of YODAI required a
functional ERK pathway. Phospho-Flow experiments
showed that YODA1 induced strong ERK phosphoryla-
tion in UT7/GM cells (Figure 6E). This was confirmed by
western blot analysis (data not shown). ERK phosphoryla-
tion was Ca’*-dependent, since it decreased strongly in the
presence of EGTA (Figure 6E), and PIEZO1-dependent,
since it was abrogated in cells transduced with Sh-PIEZO1
lentivirus (Figure 6F). In human primary erythroid progen-
itors, no p-ERK1/2 was detected in the absence of EPO. In
the presence of EPO, YODAI1 synergized with EPO for
ERK phosphorylation, consistent with a role for PIEZO1
in the modulation of EPO-dependent ERK signaling in pri-
mary cells (Figure 6G). This effect was confirmed by west-
ern blot analysis (Online Supplementary Figure S7C). We
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observed a similar synergistic effect in EPO-induced
STATS phosphorylation in primary erythroid cells (Figure
6H), also confirmed by western blotting (Ounline
Supplementary Figure S7D). Of note, no effect of YODA1
on STATS5 phosphorylation was seen in UT7/GM cells, in
which STATS5-phopshorylation is not EPO-dependent
(Online Supplementary Figure S7E). Taken together, these
data argue for a role of PIEZO1 in modulating ERK and
STATS signaling pathways downstream of EPO-receptor
activation in human progenitor cells.

PIEZO1 gain-of-function mutations in hereditary xero-
cytosis delay erythroid differentiation and mimic the
effect of chemical activation

Since most HX patients have PIEZO1 gain-of-function
mutations, we tested whether the same phenotype could
be observed during in vitro erythroid differentiation from
PIEZO1-HX progenitors. Fourteen patients from 11 fami-
lies (HX #1 to #11) carrying ten different PIEZO1 muta-
tions were tested (HX#3: 2 siblings; HX#10: 3 siblings).
The patients’ characteristics are shown in Table 1. Nine
phlebotomy samples from five patients [3 families, HX#1
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Figure 4. Effect of PIEZO1 activation on the transcriptional program of erythroid differentiation in primary human CD34*-derived cells, assessed by quantitative
reverse transcriptase polymerase chain reaction. For all experiments, primary cells were cultured for 10 days, with 1 uM YODA1 or dimethylsulfoxide (DMSO) stim-
ulation from day 3 to 10. Gene expression was assessed relative to GAPDH expression. (A) Compared to exposure to DMSO, exposure to 1 uM YODA1 decreased GPA
mMRNA expression (x0.49+0.17), B-globin RNA expression (x0.4+0.26) and o-globin RNA expression (x0.3+0.24). (B) Compared to exposure to DMSO, exposure to 1
uM YODAL1 increased the GATA2/GATA1 mRNA ratio (x6.2+1.9). (C) Stimulation with 1 uM YODA1 increased STAT5A and BMI-1 expression, and decreased EPOR,
SLC4A1, ALAS2, and AHSP mRNA expression. (n=3 for all experiments); ***P<0.001; **P<0.01; *P<0.05.




(n=3), HX#2 (n=3), and HX#10(n=3)] were used; CD34*
cells were sorted and cultured in erythroid medium.
Alternatively, for nine non-phlebotomized patients, MNC
were purified from 12 blood samples and were grown
directly in the same medium. For controls, we used mag-
netically sorted CD34" cells from mobilized peripheral
blood MNC (n=5), and MNC from healthy control blood
samples (n=9). At day 10, we observed a clear delay in ery-
throid differentiation for seven of the ten PIEZO1-HX
mutations (8/14 patients), as shown by a decrease in
mature CD717/GPA™¢ cells (Figure 7A from sorted CD34*
cells and 7B from MNC). A moderate but visible delay

was observed for the three other PIEZO41-HX mutations
(6/14 patients). The intensity of the phenotype was het-
erogeneous from one mutation to another (Figure 7B), but
was reproducible for a given mutation (Figure 7A). For one
patient (HX#1), MNC and CD34" cells were cultured in
parallel and a similar phenotype was observed (one repre-
sentative dot plot is shown Figure 7C). Cytological analy-
ses after staining with May-Griinwald-Giemsa performed
in triplicate for this patient confirmed the delayed ery-
throid differentiation, showing accumulation of immature
erythroblasts (Figure 7D, E). MFC data for all HX muta-
tions and controls are shown in Omnline Supplementary
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Figure 5. The effect of PIEZO1 activation on erythroid differentiation is calcium-dependent but does not involve a secondary activation of the Gardos channel. (A
and B) Cells were incubated with Fluo4-AM for 30 min before stimulation with 5 uM YODAL. (C and D) UT7/EPO cells were cultured for 72 h after drug stimulation.
(A) YODA1 stimulation caused a dose-dependent increase in cytosolic calcium concentration in a calcium-containing medium (+Ca*, right panel). No effect was seen
in a calcium-free medium (-Ca*, left panel). YODA1 stimulation (“Y”) was performed 60 s after the baseline recording (“B”), before recording for 300 s. The YODA1
concentration was 1 uM (solid line), 10 uM (dashed line), or 20 uM (dotted line). The positive control for an intracellular Ca** increase was stimulation with 1 uM
ionomycin (“I") recording for 300 s. The image shown here is representative of three identical experiments. (B) Image of intracellular Ca** content assessed by
ImageStreamX using Fluo4-AM cell permeant, after stimulation with 20 uM YODA1 in Ca*-containing (lower panel) or Ca*-free (upper panel) medium. (C) In UT7/EPO
cells, exposure to 5 uM YODA1 decreased glycophorin A (GPA) expression (35+1.4%) compared to the expression following exposure to dimethylsulfoxide (DMSO)
(77+£2%). Extracellular Ca** chelation using 2 mM ethylene glycol tetra-acetic acid (EGTA) prevented the GPA decrease due to YODA1 (70+7%), and the effect was
rescued by adding 2 mM extra calcium chloride (31+2%). (D) Co-exposure with 4 uM Senicapoc, a selective Gardos channel inhibitor, did not block the GPA decrease
(13+1%) due to YODA1 stimulation (10+8%, P=NS) in erythropoietin (EPO)-containing medium, compared to DMSO (56+3%). (n=3 for all experiments; ***P<0.001;

**P<0.01; *P<0.05). GMCSF: granulocyte-macrophage colony-stimulating factor.
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Figure 6. YODA1 activates NFAT, ERK and STAT5 pathways in erythroid cells. (A) The decrease in glycophorin A (GPA) in UT7/EPO cells after exposure to 5 yM YODA1 was
blocked by concomitant exposure to 5 uM tacrolimus (32+8% vs. 70+2.5%). (B) NFAT nuclear translocation secondary to exposure to 10 uM YODA1, assessed on
ImageStream®X by the similarity score (SS) value in UT7/EPO cells, after overnight starvation of serum and erythropoietin (EPO). The SS is a mathematical tool used in
Amnis IDEAS® software to assess the co-localization of a fluorescent signal (NFATc1-PE) and 4',6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) nuclear staining. A high SS value means
a highly translocated state. (C) Images of NFATc1 cellular localization using live imaging flow cytometry. After exposure to dimethylsulfoxide (DMSO), NFATc1 was preferen-
tially localized in the cytosol, whereas 10 uM YODA1 increased NFATc1 nuclear translocation. Images were extracted from Amnis IDEAS® software for mean SS values of
each condition. (D) In UT7/GM cells, 10 uM U0126 induced high glycophorin A (GPA) expression (94+0.2%) compared to that following exposure to DMSO (18+2%) in
medium containing granulocyte-monocyte colony-stimulating factor (GMCSF), and reverted the YODA1-mediated GPA repression when EPO was added (86+1%). Cells were
incubated with U0126 for 30 min before stimulation with 5 uM YODA1, then cultured for 72 h. (E) ERK phosphorylation assessed by PhosphoFlow in UT7/GM cells. Values
shown are the p-ERK ratio relative to DMSO alone. GMCSF induced mild ERK phosphorylation (x1.65+0.27) whereas 10 U/mL EPO did not (x1.06+0.1, P=NS). YODA1 (10
uM) induced strong ERK phosphorylation (x3.96+0.581), an effect that was markedly inhibited by 2 mM ethylene glycol tetra-acetic acid (EGTA) (x1.71+0.05). (F) ERK phos-
phorylation assessed by PhosphoFlow in UT7/EPO cells. Sh-RNA-mediated PIEZO1 knockdown inhibited the 10 uM YODAZ-induced ERK phosphorylation (fold P-ERK
increase in Sh-SCR-transduced cells: x2.93+0.2; in Sh-PIEZO1-transduced cells: x1.13+0.1). (G) ERK phosphorylation assessed by PhosphoFlow in primary human CD34*-
derived erythroid cells. YODA1 did not induce ERK phosphorylation (x1.04+0.16, P=NS), whereas 5 U/mL EPO did moderately (x1.49+0.4). YODA1 synergized with EPO to
induce ERK phosphorylation (x3.21+0.62). (H) STAT5 phosphorylation assessed by PhosphoFlow in primary human CD34'-derived erythroid cells. Compared to DMSO,
YODA1 did not induce STAT5 phosphorylation (x1.03+0.09, P=NS), whereas EPO did (x9.6+2.4), and YODA1 enhanced EPO-driven STAT5 phosphorylation (x19.6+1.9).
(n=3in Aand D, and n=4 in all other experiments); ***P<0.001 ; **P<0.01; *P<0.05
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Figures S8 and S9. Cultures of cells from four patients
could be driven beyond day 10 and showed progressive
terminal maturation and enucleation, but at a heteroge-
neous rate, confirming that erythroid differentiation was
delayed but not totally blocked (Online Supplementary
Figure 510).

Discussion

The mechanotransductor PIEZO1 has a well-described
role in regulating hydration and volume of mature ery-
throcytes.””” Indeed, activating mutations are responsible
for most HX cases and, recently, a frequent polymorphism
(E756del) has been associated with resistance to malaria in
Alfrican populations,”® although its influence on red cell
hydration status is still controversial.* PIEZO1 expression
during erythropoiesis has been previously studied using
RNA-sequencing analysis, the results of which were in
agreement with our data that PIEZO1 is expressed in early
progenitors' and decreases during terminal maturation.”
These findings were confirmed at a protein level by exten-
sive proteomic analyses of human erythroid differentia-
tion.” Whether PIEZO1 has a specific role during erythro-
poiesis is not known, although evoked in recent case
reports.””” Our data show for the first time that PIEZO1 is
expressed and functional in erythroid progenitors, and
that its activation influences erythroid differentiation,
both in leukemic cell lines and primary erythroid cells.
Indeed, PIEZO1 activation maintained cells at an imma-
ture GPA™" stage for longer and tilted the transcriptional
balance in favor of genes associated with an immature
stage, such as GATA2 and BAMI1, at the expense of genes
associated with terminal differentiation, such as GATA1,
GPA, ALAS2 or a and B globin without myeloid bias.** Of

Role of PIEZO1 during human erythropoiesis -

note, we used the chemical activator YODA1 to evaluate
the effects of PIEZO1 on erythropoiesis.” The phenotype
was dependent on PIEZO1 since it was abrogated after
Sh-RNA mediated PIEZO1 knockdown, and was also con-
firmed in erythroid cells from HX patients carrying
PIEZO1 gain-of-function mutations. Interestingly, we
observed that PIEZO1 knockdown using a Sh-RNA strat-
egy enhanced erythroid differentiation in UT7 cells. Since
PIEZO1 activation was associated with an undifferentiat-
ed state in UT7 cells, we may assume that a low PIEZO1
level at the cell surface could lead to a lower “basal” acti-
vation rate and favor cell differentiation at the expense of
cell proliferation. Of note, it was intriguing that a 50%
reduction of PIEZO1 expression was sufficient to revert
the YODA1-mediated effects. Although the GFP intensity
determined the strength of YODA1 blockade, Sh-PIEZO1
significantly - but not totally - blocked the effects of
YODAU1 in GFP intermediate cells. This may argue for a
threshold effect of PIEZO1, which could be further con-
firmed in patch-clamp experiments.

PIEZOT1 is known as a non-selective cation channel.” We
showed that the effect of PIEZO1 activation on erythro-
poiesis was Ca’*-dependent, as described in mature red
cells as well as in many other ‘PIEZO1-sensitive’ cells such
as endothelial, urothelial, and epithelial cells.”""
However, the consequences of a PIEZO1-mediated
increase in intracellular Ca’ may depend on the cell type.
In mature red cells, the observed phenotype (i.e., red cell
dehydration) occurs because of a secondary activation of
the Gardos channel, which in turn exports K* and induces
loss of water.”® The effects of PIEZO1 on erythropoiesis
seem not to occur through this pathway, since the Gardos
inhibitor Senicapoc could not revert the phenotype. Ca*
influx has previously been shown to be involved during
erythropoiesis. Notably, it has been suggested that EPO

Table 1. Characteristics of the 14 patients, 11 families and 10 PIEZ0O1 mutations, number of patients and family per mutation and main hematologic

features.
Mutation Patient n/ PIEZO1 mutation Age Hb  MCV Reticulocytes Ferritin  MRI N. of Erythroid
Id Family n Exon cDNA Protein (g/L) (fL) x10°/L  (ug/L) (wmol/g) experiments phenotype
HX#1 1 14 ¢.1792G>A p.Val598Met 43 144 107 404 828 190 N=3 High
HX#2 2/2 18 ¢.2344G>A p.Gly782Ser 55 142 101 441 613 95 N=3 High
18 .2423G>A p.Arg808Gln
HX#3 33 42 €.6058G>A* p.Ala2020Thr 31 146 85 173 30 NA N=1  Mild/ moderate
43 4 €.6058G>A* p.Ala2020Thr 61 174 91 293 980 104 N=1  Mild/ moderate
HX#4 5/4 42 ¢.6007G>A p-Ala2003Thr 24 118 99 451 86 NA N=3 High
c.7471C>T p.Arg2491Trp
HX#5 6/5 51 ¢.7391A>C p.His2464Pro 36 181 87 205 ! NA N=1 High
HX#6 /6 16 c2152G>A p.Gly718Ser 51 152 93 167 119 34 N=1  Mild/ moderate
c.7463G>A#  p.Arg2488GIn
HX#7 8/1 51 ¢.7529C>T pPro2510Leu 43 112 83 183 NA NA N=1 High
HX#8 98 16 ¢.2042T>C p.Phe681Ser 4 145 102 248 86 15 N=1 High
HX#9 109 51 C.7367G>A* p.Arg2456His 63 112 120 288 535 200 N=2 High
11/10 ¢.2005G>T p. Asp669Tyr 62 141 98 249 1000 330 N=1  Mild/ moderate
HX#10 12/10 16 ¢.2005G>T p. Asp669Tyr 39 142 104 496 889 NA N=1  Mild/ moderate
13/10 ¢.2005G>T p. Asp669Tyr 3B 149 107 290 507 180 N=1  Mild/ moderate
HX#11 14/11 51 c.7367G>A* p.Arg2456His 8129 85 221 600 NA N=1 High

*Functional studies showing slower PIEZO1 inactivation kinetics.*"” #: Functional studies showil

ng a lower PIEZO1 activation threshold.® Ferritin assays and magnetic resonance imaging

evaluation of iron liver content were performed at diagnosis or before iron chelation/phlebotomy. Patients HX#9 and HX#11, from two different families, had the same P/EZOI mutation.
Id: identity, Hb: hemoglobin; MCV: mean corpuscular volume; MRI: magnetic resonance imaging.
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* could indirectly regulate Ca* currents by modulating Ca®-  poiesis and noticed that NFAT, ERK1/2 and STATS were
channel expression at the cell surface.”** However, conse-  activated by PIEZO1-dependent Ca* entry in erythroid
quences on erythroid maturation remain largely cells. In particular, we found that ERK was strongly phos-
unknown. Ca™ signaling is required during enucleation in  phorylated by YODA1. ERK phosphorylation was inhibit-
mice,” but we did not observe any effect on enucleation ed after PIEZO1 knockdown, a result contrasting with a
rate when PIEZO1 was activated in the last step of differ-  recent study showing that YODA1 phosphorylated ERK
entiation (data not shown). In contrast, we did observe that in endothelial cells in a PIEZO1-independent manner.*
Ca” influx through PIEZO1 had an early effect on erythro- However, this observation was made using chemical
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Figure 7. Delay in erythroid differentiation of progenitor cells obtained from patients with PIEZO1-mutated hereditary xerocytosis. (A) Culture of CD34"-derived ery-
throid cells from patients with hereditary xerocytosis (HX); differentiation was assessed at day 10 by multiparametric flow cytometry (MFC). The mean percentage of
CD71*/GPA"#" cells was 59+9% in control samples, 16+5% in HX#1 (P<0.001), 194+9% in HX#2 (P<0.01), and 42+4% in HX#10 (P<0.05). (n=5 for control samples;
n=3 for HX#1, 2 and 10). (B) Culture of mononuclear cells from HX patients; differentiation assessed on day 10 by MFC (n=9 for control samples; n=3 for HX#4;
n=1 for HX#1-11). The mean percentage of CD71"/GPA"® cells was 71+17% in the control group, and ranged from 0.3% to 11.7% in the “high delay” group and from
22.5% to 44% in the “moderate delay” group. (C) lllustrative CD71/GPA MFC plots at day 10 of erythroid differentiation of CD34" cells obtained from patient HX#1
(right) and from one representative control sample (left). (D) Cytological analysis after staining with May-Griinwald-Giemsa (MGG): count of immature erythroblasts
[proerythroblasts (ProE) and basophilic erythroblasts (BasoE)] on day 10, x200 magnification. Immature erythroblasts were 64.2+6.2% in control samples vs.
97.7+1.5% in HX#1 (n=6 control samples; n=3 for patient HX#1). (E) Example of cytology on day 10 for patient HX#1 (right) and for a control sample (left), MGG
staining, x200 magnification. *show orthochromatic erythroblasts. ***P<0.001; **P<0.01; *P<0.05.
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PIEZO1 inhibitors, which are much less specific than a Sh-
RNA based strategy. The PIEZO1-Ca*-ERK axis has been
described in epithelial cells, in which it regulated the cell
cycle and survival.” Whether Ca’ entry into erythroblasts
through PIEZO1 was sufficient to activate the ERK path-
way by itself or whether it triggered secondary pathways
is under investigation. ERK1/2 activation has been shown
to promote early human progenitor cell expansion and its
constitutive activation in mice blocked differentiation of
fetal liver erythroid progenitor cells.”* Alternatively, ERK
activation through EPO has been shown to promote ery-
throid differentiation in a MASL1-dependent manner.”
This discrepancy in the role of ERK1/2 in erythroid differ-
entiation may depend on its activation level. Our results
showed that PIEZO1 activation synergized both EPO-
dependent ERK and STAT5 phosphorylation in primary
erythroblasts, suggesting that PIEZO1 may act as a modu-
lator of EPO signaling during human erythropoiesis.
Previous data suggested that erythroid regulation involved
balanced STAT5 and ERK1/2 phosphorylation, and we
assume that PIEZO1 may modify this equilibrium to delay
erythroid terminal differentiation.” Of note, YODA1-sus-
tained ERK1/2 activation in UT7/GM cells did not pro-
mote cell proliferation, in contrast to other cell types, but
instead led to accumulation in the GO/G1 phase of the cell
cycle.* This may be due to the fact that YODA1 phos-
phorylated ERK1/2 but not STAT5 in UT7/GM cells in
which proliferation was mainly dependent on STATS.
Alternatively, PIEZO1 activation could modulate cell cycle
regulators as previously shown in canine epithelial cells.®
This highlights the heterogeneous role of PIEZO1 activa-
tion, which differs depending on the type of cell. We also
showed that the effects of YODA1 required NFAT activa-
tion and nuclear translocation, which have been involved
in mice erythropoiesis.” Whether this pathway also
depends on EPO signaling is under investigation.
Erythroid cells from HX patients carrying PIEZO1 gain-
of-function mutations had a similar phenotype as the one
observed after PIEZO1 chemical activation. This high-
lights the pathophysiological relevance of this ion channel,
proving that how PIEZO1 is activated (i.e., constitutive
mutation vs. chemical activation) is not critical. Moreover,
it suggests that the HX erythroid phenotype may involve
a certain degree of impaired erythropoiesis, as evoked in
two recent case reports, which may participate in the high

rate of iron overload described in these patients.””*®

However, the delay in erythroid differentiation does not
translate into anemia since most patients have a totally
compensated hemolysis. First, dyserythropoiesis may be
mild i vivo. Second, it has been suggested that PIEZO1-
HX red blood cells have an increased hemoglobin affinity
for oxygen.* Therefore, hemoglobin level could represent
a balance between factors that tend to decrease it (hemo-
lysis, dyserythropoiesis) and factors that tend to increase
it (hemoglobin hyperaffinity). We were unable to find a
clear correlation between in vivo erythrocyte parameters in
HX patients and the in vitro erythroid phenotype. This
may be due to different mechanisms involved, since
mature red cell dehydration is known to be Gardos-
dependent while the YODA1l-induced erythroid delay
was insensitive to Senicapoc. However, it would be of
great interest to correlate, for each mutation, the intensity
of the erythroid phenotype with functional tests such as
high-throughput patch clamping on red cells.”
Alternatively, modeling the different HX mutations
through viral transduction in normal erythroid progenitors
would represent an interesting way to better understand
the disease heterogeneity and to highlight the potential
role of other genetic factors that may modulate the pheno-
type.

In summary, we describe here a role for PIEZO1 during
human erythroid differentiation, in erythroleukemic cell
lines, in normal primary erythroblasts after exposure to
YODAI, and in primary cells from HX patients carrying
an activating PIEZO1 mutation. We observed a delay in
terminal erythroid maturation which depended on Ca*
entry, and NFAT, STATS and ERK1/2 pathway activation.
We observed that PIEZO1 could synergize with EPO-sig-
naling during human erythropoiesis and that its constitu-
tive activation in HX led to impairment in proliferation
and differentiation of erythroid progenitors, highlighting a
new pathophysiological mechanism in this rare disorder.
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