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Resumé 

Les leucémies aiguës lymphoblastiques B (LAL-B) représentent les cancers 

pédiatriques les plus fréquents et sont caractérisées par l’accumulation dans la moelle osseuse 

de progéniteurs B immatures d’origine clonale. Leur développement multi-étapes est 

caractérisé par l’accumulation successive d’altérations oncogéniques. Les LAL-B sont classées 

selon différents sous-groupes oncogéniques caractérisés par l’identité de l’oncogène primaire 

porté par les cellules leucémiques telles que les translocations ETV6-RUNX1, TCF3-PBX1, 

BCR-ABL1, ou bien certaines altérations de PAX5 (sous-groupe « Pax5-alt » incluant transcrit 

de fusions et mutations gain de fonction). Des analyses pangénomiques ont été utilisées afin de 

décrire le paysage génomique et le profil d'expression des patients atteints de LAL-B. Ces 

études ont permis de stratifier les patients et de découvrir de nouvelles opportunités 

thérapeutiques. Bien que les traitements par chimiothérapies des LAL-B pédiatriques soient 

efficaces pour induire une rémission à long terme, ils ne préviennent pas la rechute de la maladie 

chez 15 à 20% des patients. Aussi, la non-spécificité et la lourdeur de ces traitements 

provoquent un certain nombre d’effets indésirables et n’excluent pas la rechute de la maladie.  

Dans l’hématopoïèse normale, la fonction d’auto-renouvellement est une caractéristique 

distincte des cellules souches hématopoïétiques (CSHs). Les progéniteurs plus avancés dans la 

différenciation, incluant les progéniteurs lymphoïdes, en sont dépourvus. Dans les leucémies 

aiguës, plusieurs évidences suggèrent que l’acquisition d’un premier évènement oncogénique 

peut reprogrammer un progéniteur engagé en cellule souche pré-leucémique (pré-CSL). Ce 

processus établit ainsi un état pré-leucémique, où les propriétés souches reprogrammées par 

l’oncogène primaire permettent à terme la transformation leucémique par l’acquisition 

d’altérations génétiques additionnelles. Au stade leucémique, les pré-CSLs hautement diluées 

dans la masse tumorale peuvent servir de réservoir à la rechute de la maladie. En effet, ces 

cellules sont résistantes aux traitements conventionnels de chimiothérapie. L’identification et 

la caractérisation des pré-CSLs représentent donc un défi de premier ordre pour le 

développement de nouvelles thérapies ciblées. L’utilisation de modèles de souris transgéniques 

dans lesquels sont activés des oncogènes primaires, aide donc à la compréhension des 

différentes étapes du développement leucémique et permet un accès privilégié à la phase pré-

leucémique.  

C’est pourquoi j’ai utilisé pendant ma thèse un modèle transgénique de souris qui 

récapitule le développement multi-étapes de la leucémogenèse par l’expression de la 

translocation PAX5-ELN. Mon travail indique qu’il existe un lien causal entre le blocage de la 
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différenciation, l'auto-renouvellement et l'émergence des pré-CSLs. Par l’utilisation d’un 

immunophénotypage multiparamétriques, j’ai montré que PAX5-ELN perturbe la 

différenciation des cellules pré-leucémiques en renforçant la voie de signalisation IL7r/JAK-

STAT. Cette perturbation est associée à l'induction de pré-CSLs rares et quiescentes qui 

soutiennent l'activité initiatrice de la leucémie. L’intégration des données transcriptomiques et 

d'accessibilité à la chromatine des pré-CSLs quiescentes m’a permis de démontrer qu’elles 

perdaient partiellement leur identité de cellules B et réactivaient un programme moléculaire 

plus immature. La construction de leur réseau de régulation transcriptionnelle (TNR) m’a 

permis d’incriminer le facteur de transcription Egr1 dans le contrôle de la quiescence/résistance 

des pré-CSLs PAX5-ELN, ainsi qu’au sein de cellules blastiques humaines. Dans l’ensemble, 

mon travail souligne l’importance de l’étude des caractéristiques fonctionnelles telles que la 

quiescence et la plasticité cellulaire dans les mécanismes de résistance et d’initiation 

leucémique.   
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Abstract 

B-acute lymphoblastic leukemias (B-ALL) represent the most frequent pediatric cancer 

and are characterized by the accumulation of immature B progenitors in the bone marrow. Their 

multi-step development is characterized by the successive accumulation of oncogenic 

alterations. The first oncogenic event initiates the cell towards a leukemic fate that will be 

specific to it. Among them are different chromosomal translocations such as ETV6-RUNX1, 

BCR-ABL1 or TCF3-PBX1(...) and the more recently defined subgroup that includes all PAX5 

translocations and its gain-of-function mutations (Pax5-Alt). Genome-wide analyses were used 

to map the genomic landscape and expression profile of patients with ALL. These studies 

allowed for patient stratification and the discovery of new therapeutic opportunities. Although 

chemotherapies for pediatric B-ALL are effective in inducing long-term remission, they do not 

prevent disease relapse in 15 to 20% of patients. In addition, the non-specificity and intensity 

of these treatments cause a number of adverse effects as well as not excluding the disease 

relapse.  

In normal hematopoiesis, self-renewal function is a distinct feature of hematopoietic 

stem cells (HSCs). Progenitors committed in the differentiation, including lymphoid 

progenitors, lack it. In acute leukemia, several evidences suggest that the acquisition of a first 

oncogenic event can reprogram a committed progenitor into a pre-leukemic stem cell (pre-

LSC). The pre-LSCs establish a pre-leukemic state, in which stem cell-like properties induced 

by the primary oncogene eventually led to leukemic transformation through the acquisition of 

additional genetic alterations. At the leukemic stage, pre-CSLs are highly diluted in the tumor 

mass and can serve as a reservoir for disease relapse. Indeed, these cells are resistant to 

conventional chemotherapies. Thus, the identification and characterization of pre-CSLs is a 

major challenge for the development of new targeted therapies. The use of transgenic mouse 

models in which primary oncogenes are activated, helps to understand the different stages of 

leukemic development and allows for the access to the pre-leukemic phase. 

Therefore, during my thesis, I used a transgenic mouse model that recapitulates the multi-step 

development of leukemogenesis through the expression of the PAX5-ELN translocation. My 

work indicates that there is a causal link between the blockage of differentiation, the self-

renewal and the emergence of pre-LSCs. Using multiparametric immunophenotyping, I showed 

that PAX5-ELN disrupts at the pre-leukemic stage the B-cell differentiation by enhancing the 

IL7r/JAK-STAT signaling pathway. This disruption is associated with the induction of rare and 

quiescent pre-CSLs that support leukemia initiating activity. Integration of transcriptomic and 
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chromatin accessibility data of quiescent pre-CSLs allowed me to demonstrate that they lost 

their B-cell identity and reactivate a more immature molecular program. The construction of 

their transcriptional regulatory network (TNR) incriminates the transcription factor Egr1 in the 

control of the quiescence/resistance of PAX5-ELN pre-LSCs, but also in human blasts. Overall, 

my work highlights the importance of studying functional features such as quiescence and 

cellular plasticity in the mechanisms of leukemic resistance and initiation. 
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NHEJ    Non-Homologous End Joining 

NLS   Nuclear Localization Signal 

Ntn1    Netrin1 

PAX5   Paired boX protein 5 

Ph+    Philadelphia positive 

PI3K   PhosphoInositide-3-Kinase 

PIP2/PtdIns(4,5)P2 Phosphatidylinositol 4,5 diphosphate 

PIP3/PtdIns(3,4,5)P3 Phosphatidylinositol 3,4,5 diphosphate 

PLC2   PhosphoLipase C--2 

Pre-BCR   Pre-B-Cell Receptor 

Pre-CSLs   Cellules souches pré-leucémiques 

PTEN   Phosphatase and TENsin homolog 

PU-1/Spi1  PU-box transcription factor / Spleen Focus Forming Virus  

RA    Retinoic Acid 

RAG   Recombination-Activating Gene 

RITE   Recombinaisons Induites par Echangeur de Tag 

RUNX1  Runt-related transcription factor 1 

Sc RNAseq   Single Cell RiboNucleotideAcide sequencing 

Sca1   Stem Cell Antigen 1 

Sc-ATAC-seq   Single Cell Assay for Transposase-Accessible Chromatin sequencing 

SCF    Stem Cell Factor 

STAT   Signal and Transducer and Activator of Transcription 

STAT5-CA   STAT5-Constitutive Activation 

SYK   Spleen Tyrosine Kinase 

TAD   TrAnsactivation Domain 

TCF3/E2A  TransCription Factor 3 

TdT    Terminal deoxynucleotidyl Transferase 

TF   Transcription Factor  
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TFBS    Transcription Factor Binding Sites 

TP53   Tumor Protein 53 

TPO    ThromboPOiétin 

TTA    Tétracycline régulable de TransActivation   

UM171   University Montreal 171 

UMAP   Uniform Manifold Analysis Projection 

UPR    Unfold Protein Response 

VCR    Vincristin 

Vwf    Von willebrand factor 

WHO    World Health Organization 
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“The most exciting phrase to hear in science, the one that heralds new discoveries, is not 

'Eureka! ' but 'That's funny…” 

Isaac Asimov 
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INTRODUCTION 

Mon introduction aura pour but d’aborder les éléments essentiels à la compréhension de 

mon sujet de thèse. Celui-ci a évolué autour des notions de fonctionnalités des cellules souches 

appliquées au contexte pathologique des leucémies aiguës lymphoblastiques B (LAL-B). C’est 

pourquoi je débuterai mon introduction sur l’explication des notions de base concernant 

l’hématopoïèse normale. J’y définirai les concepts qui existent autour de la cellule souche 

hématopoïétique (CSH) en m’attardant sur leur genèse, leur environnement puis leurs 

fonctionnalités. Je poursuivrai ensuite cette introduction en décrivant le processus de 

lymphopoïèse B se déroulant dans la moelle osseuse, en précisant les différentes signalisations 

moléculaires mises en jeu. Enfin, la partie suivante s’organisera autour du contexte 

pathologique des LAL-B. J’y exposerai tout d’abord la prise en charge clinique de la pathologie 

puis expliquerai les différents types d’hétérogénéités qu’elle regroupe : phénotypique, 

moléculaire et fonctionnelle. Je finirai sur la description du modèle théorique expliquant la 

leucémogenèse et sur le concept des cellules initiatrices à l’origine de la pathologie.  

Cette introduction se fixe l’objectif non pas de l’exhaustivité des thèmes abordés mais 

plutôt d’expliciter les éléments de la littérature importants pour la compréhension des résultats 

que j’ai obtenus ainsi que de leur discussion.   
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I/ Cellules souches hématopoïétiques 

I.1 Généralités sur l’hématopoïèse 

Le domaine de l’hématologie tire ses origines des premières observations et 

caractérisations de cellules sanguines à l’aide d’un microscope en 1658 par les naturalistes 

Allemand Jam Swarmmerdam et Antoni van Leeuwenhoek (Hajdu 2003). Ils décrivent alors 

des formes particulières dites de « corpuscules rouges », correspondant aux globules rouges. Il 

faudra attendre 1843 pour que Gabriel Andral et William Addison définissent le sang comme 

une mixture de globules rouges et blancs (Andral 1843). Leurs travaux permirent de caractériser 

cytologiquement les différentes populations hématologiques sanguines. C’est ensuite 

l’observation de cellules hématopoïétiques morphologiquement différentes chez des patients 

qui suggéra l’existence de pathologies relevant du domaine de l'hématologie. Ces travaux 

précurseurs permirent de fonder les bases de nos connaissances sur l'hématopoïèse normale et 

pathologique. 

I.1.A – Lignages hématopoïétiques 

L’hématopoïèse normale est définie comme un processus continu et finement régulé qui 

permet d’aboutir à la génération de l’ensemble des cellules matures du sang. Chaque cellule 

mature possède un rôle spécifique et collabore avec les autres cellules hématopoïétiques afin 

de permettre le maintien de l’homéostasie tissulaire. Elles remplissent des rôles variés tels que 

le transport de l’oxygène dans le sang, la défense immunitaire ou bien le contrôle de la fluidité 

sanguine. Chez l’Homme adulte, environ 400 à 500 milliards de cellules hématopoïétiques sont 

générées chaque jour. On discerne la moelle osseuse, siège de la production des cellules 

hématopoïétiques, de la circulation sanguine qui forme un réseau connectant les différents tissus 

de l’organisme. En effet, le tissu hématopoïétique est l’unique organe liquide chez les 

mammifères et possède des ramifications dans l’ensemble du corps.  

On sépare communément l’ensemble des cellules hématopoïétiques en différents 

lignages (Figure 1). Le lignage lymphoïde regroupe les lymphocytes B qui se spécialisent dans 

la réponse humorale, les lymphocytes T qui participent à la réponse immunitaire adaptative, 

ainsi que les cellules NK, aussi appelées cellules lymphoïdes innées, qui possèdent une réponse 

cytotoxique face aux infections. Le lignage myéloïde est séparé en un compartiment granuleux, 

monocytaire, érythroïde et mégacaryocytaire. Les granulocytes sont des cellules participant à 

la réponse immunitaire innée en phagocytant les pathogènes ou en libérant des granules 

cytotoxiques. La lignée monocytaire est spécialisée dans la présentation d’antigènes pour les 
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cellules dendritiques ou dans la phagocytose pour les macrophages. Le lignage érythroïde 

produit à terme les érythrocytes, aussi appelés globules rouges, qui ont pour fonction 

d’oxygéner l’ensemble des tissus. Enfin, les mégacaryocytes sont les cellules produisant les 

plaquettes qui régulent la fluidité sanguine ainsi que l’hémostase primaire.  

I.1.B – Concept de la cellule souche hématopoïétique :  

Une cellules souche hématopoïétique (CSH) est capable de générer l’ensemble de la 

diversité du tissu hématopoïétique grâce à des caractéristiques fonctionnelles qui lui sont 

propres. Ces caractéristiques furent initialement observées il y a 60 ans par des expériences de 

transplantation. En effet, la transplantation de cellules hématopoïétiques dans des souris 

irradiées de façon létale permet la formation de colonies visibles à l’œil nu sur leurs rates (Till 

& McCULLOCH 1961). Ces colonies, nommées « colony-forming unit spleen » (CFU-S) sont 

constituées de différents lignages hématopoïétiques et amenèrent l’hypothèse qu’elles 

provenaient d’un unique progéniteur commun. Leurs observations fondèrent les premières 

notions associées à la biologie des cellules souches et à leur étude par des tests fonctionnels. 

Ces travaux débouchèrent sur l’identification des CSHs, qui furent les premières cellules 

souches spécifiques d’un tissu isolé (Spangrude et al. 1988) et utilisées en clinique (Weissman 

2000).  

I.1.C – Développement hématopoïétique embryonnaire 

Chez les vertébrés, le réservoir de CSHs est originellement généré pendant 

l’embryogenèse et perdure jusqu’à leurs morts. L’émergence des CSHs se localise dans l’aorte 

Figure 1 : Illustration schématique du processus hématopoïétique humain à l’origine de 

l’ensemble des différents lignages (Panel de gauche). Réduction dimensionnelle en UMAP de 

données de Sc-ATACseq de l’ensemble de l’hétérogénéité hématopoïétique du sang et de la 

moelle osseuse chez l’homme (Panel de droite). (D’après Satpathy et al. 2019)  
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gonade mésonéphros (AGM) à partir de 10.5 post conception chez la souris (Boisset et al. 2010) 

et 4 semaines chez l’Homme (Ivanovs et al. 2011). Les CSHs générées dans l’AGM vont 

ensuite se localiser dans le foie fœtal à partir de 14.5 jours post conception chez la souris et 12 

semaines chez l’Homme. Elles y subissent une phase d’intense prolifération permettant de 

multiplier leur nombre jusqu’à 38 fois (Ema & Nakauchi 2000). Un modèle d’ontogenèse fut 

développé pour expliquer l’origine précise des CSHs et les mécanismes moléculaires 

permettant de les engendrer (Figure 2). Dans l’AGM, des cellules endothéliales artériolaires 

réalisent une transition endothélio-hématopoiétique (EHT) (Dzierzak & Bigas 2018). Cette 

dernière va favoriser la mise en place de bourgeonnements cellulaires appelés clusters 

endothéliaux intra-artériolaires (IAHCs). Les IAHCs de la paroi ventrale de l’AGM subissent 

une signalisation spécifique leur permettant de s’orienter vers le lignage hématopoïétique et 

donc de former les CSHs. Il est décrit que le facteur de transcription RUNX1 est le premier 

marqueur spécifique de l’engagement vers le lignage hématopoïétique (Burns et al. 2005). En 

effet, les modèles transgéniques murins délétés pour Runx1 dès le stade embryonnaire ne sont 

pas capables de former des cellules hématopoïétiques par EHT (Chen et al. 2009). L’EHT est 

associée à la régulation fine de différentes voies de signalisation. Cette régulation implique une 

balance entre d’une part la voie du TGFb/BMP et la voie Wnt, et d’autre part celle de l’acide 

rétinoïque associée à la voie JAK-STAT (Figure 2). Ce shift dans le paysage signalétique 

semble nécessaire pour spécialiser des cellules de l’IAHCs à un devenir hématopoïétique chez 

l’Homme (Calvanese et al. 2022) et la souris (Hou et al. 2020; Fadlullah et al. 2022). Il est 

démontré que ces signalisations passent par l’intermédiaire de différents récepteurs à activité 

tyrosine kinase dont le récepteur Kit, qui est reporté comme impliqué dans la mise en place 

définitive des CSHs (Azzoni et al. 2018; Balounová et al. 2019). 

La génération des CSHs lors de l’embryogenèse a été longtemps considérée importante 

pour participer à la production des différents lignages hématopoïétiques. Cependant, une étude 

récente indique que les CSHs ne participent que de façon négligeable à l’hématopoïèse fœtal 

(Yokomizo et al. 2022). Les auteurs démontrent que des progéniteurs hématopoïétiques moins 

souches sont générés lors de l’EHT et qu’ils sont à l’origine des cellules hématopoïétiques de 

l’embryogenèse. Les résultats démontrent donc que l’activité des CSHs n’est pas nécessaire au 

stade embryonnaire. La génération de cellules sanguines indépendamment des CSHs est 

soulignée par d’autres observations. En effet, il est décrit qu’une première vague de production 

de progéniteurs érythroïdes prend place dans le sac vitellin à 7.5 jours post conception chez la 

souris (Palis et al. 1999). Ces érythrocytes sont générés indépendamment de la mise en place 



22 

 

des IAHCs (Soares-da-Silva et al. 2021). Leur production précoce a pour rôle de transporter 

l’oxygène efficacement dans l’embryon car celui-ci atteint une taille trop importante pour que 

l’oxygénation se fasse par simple diffusion. 

1.1.D - Micro-environnement de la moelle osseuse 

Bien que les CSHs colonisent le foie fœtal pendant l’embryogenèse, elles migrent 

ensuite vers la moelle osseuse qui correspond à leur région de résidence finale. Les CSHs 

commencent leur migration avant la naissance pour arriver dans un environnement médullaire 

en pleine transformation (Coşkun et al. 2014; Liu et al. 2022). Il est en effet décrit que la 

colonisation des cellules hématopoïétiques dans la moelle des os long a lieu lors de la croissance 

de l’os. Les os longs font partie des environnements médullaires comportant le plus de cellules 

hématopoïétiques. Ils sont constitués du fémur, du tibia et du péroné de chaque jambe (patte 

inférieure) ainsi que de l’humérus, le cubitus et le radius de chaque bras (patte supérieure). 

Après la naissance, les os longs continuent de croitre à partir de la métaphyse de l’os. La 

métaphyse correspond à la région située entre l’épiphyse (tête de l’os) et la diaphyse (centre de 

l’os) et possède une composition cellulaire qui lui est propre. Le terme de niche 

hématopoïétique vient de l’hypothèse que les propriétés des CSHs sont régulées et maintenues 

par leurs cellules environnantes (Schofield 1978). Pour étayer à cette hypothèse, des essais de 

co-culture de cellules adhérentes en présence de CSHs ont été réalisés afin de maintenir des 

Figure 2 : Représentation du développement hématopoïétiques fœtal et de sa localisation chez 

la souris (Panel de gauche). Schéma de la transition endothélio-hématopoiétique et des 

signalisations moléculaires mises en jeux chez l’homme (Panel de droite). (D’après Orkin & 

Zon 2008 et Calvanese et al. 2022) 
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CSHs in vitro. Une diversité de types cellulaires ont été testés tels que des macrophages, des 

adipocytes, des cellules endothéliales ainsi que des fibroblastes (Dexter et al. 1977; Penn et al. 

1993). Ils permirent notamment de souligner l’importance de la protéine membranaire DLK1 

ainsi que des cytokines « Stem cell Factor » (SCF) et thrombopoïétine (TPO) dans la 

maintenance des CSHs (Ramsfjell et al. 1996; Moore et al. 1997).  

Le développement des outils de microscopie a rendu possible la visualisation in vivo 

des CSHs et de leur micro-environnement, ainsi que la compréhension de l’organisation de la 

moelle osseuse (Figure 3). L’environnement médullaire est très largement vascularisé, et ce par 

deux types de vaisseaux : les artérioles et les sinusoïdes. Au centre de l’os se situe le sinus 

central qui correspond à une zone médullaire très oxygénée et qui permet de définir un gradient 

décroissant d’oxygène à mesure que l’on se rapproche de l’os. Différents travaux indiquent que 

ce gradient d’oxygène est important dans la régulation de l’activité métabolique des cellules 

hématopoïétiques et notamment des CSHs (Ito et al. 2006; Arai & Suda 2007; Itkin et al. 2016). 

Ce gradient, associé à la présence d’ostéoblastes et d’ostéoclastes au niveau de l’os, permet de 

définir la niche endostéale. La niche périvasculaire, quant à elle, correspond à l’environnement 

proche des deux types de vaisseaux. Elle s’individualise en une niche artériolaire et une niche 

sinusoïdale (Figure 3). La niche artériolaire est caractérisée par l’association des cellules 

endothéliales avec des cellules réticulaires NG2+, des cellules de Schwann et possède une 

innervation sympathique. Différents travaux incriminent cette niche dans la maintenance de la 

dormance des CSHs (Kunisaki et al. 2013). Les modèles transgéniques empêchant la génération 

des cellules réticulaires NG2+ ou des approches de dénervation chirurgicale des artérioles ont 

validés l’importance de la niche artériolaire dans la maintenance des CSHs (Maryanovich et al. 

2018).  La niche sinusoïdale est composée des sinusoïdes associées à des cellules réticulaires 

LEPR+ spécialisées dans la sécrétion de chimiokines et cytokines telles que le CXCL12, l’IL7, 

le SCF et l’IGF1. Il est démontré que la lymphopoïèse B précoce est particulièrement 

dépendante de la niche péri-sinusoïdale (Cordeiro Gomes et al. 2016). Dans l’ensemble, la 

combinaison de toutes ces micro-niches permettent de fournir l’ensemble des environnements 

signalétiques nécessaires au développement des cellules hématopoïétiques. 
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I.2 / Propriétés fonctionnelles de la cellule souche hématopoïétique 

A partir de la naissance, les cellules souches doivent perdurer tout le long de la vie de 

l’organisme tout en régénérant leur tissu associé, si besoin. Pour permettre cela, il est démontré 

que différentes propriétés physiologiques sont cruciales dans le maintien de la fonction des 

CSHs. Il s’agit de la quiescence/dormance cellulaire, de l’auto-renouvellement et enfin de la 

plasticité cellulaire. Ces propriétés permettent aux CSHs de se placer au sommet du processus 

de l’hématopoïèse. Un modèle hiérarchique fut initialement imaginé pour décrire 

l’hématopoïèse (Figure 4). Il correspond à l’acquisition progressive d’un programme 

moléculaire vers différents lignages indépendants, ou chaque progéniteur n’aura qu’un choix 

limité (bimodal) dans la différenciation. Cependant, ce modèle reposait sur l’isolement de 

cellules prédéfinies phénotypiquement par cytométrie en flux. Il fut mis en contradiction par 

des approches plus récentes d’analyses moléculaires à l’échelle de la cellule unique (Sc-

RNAseq, Sc-ATAC-seq et méthode de tracking) qui établissent un modèle de processus continu 

de différenciation (Figure 4). Ainsi, les CSHs et les progéniteurs les plus précoces réduisent 

peu à peu leur potentiel de différenciation sans réaliser de transition abrupte pour un lignage 

donné (Velten et al. 2017). Il est alors plus juste de considérer un gradient de propriétés souche 

décroissant à partir des CSHs.   

Figure 3 : Organisation de la moelle osseuse et de sa vascularisation (Panel de gauche). 

Composition des différentes niches hématopoïétique de la moelle osseuses (Panel de droite). 

(D’après Soares-da-Silva et al. 2020) 
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Figure 5 : Stratégie de fenêtrage permettant de phénotyper les progéniteurs les plus précoces de 

l’hématopoïèse murine (LSK). (D’après Cabezas-Wallscheid et al. 2014). 

Chez la souris, le compartiment des progéniteurs les plus précoces est nommé LSK 

(Lin- Sca+ Kit+). Il contient les CSHs et les progéniteurs hématopoïétiques multipotents les 

plus immatures. Il est possible de subdiviser ces sous-populations selon l'expression de 

marqueurs spécifiques de surface par cytométrie en flux. Ces progéniteurs sont reportés comme 

possédant un biais de différenciation pour un lignage spécifique (Cabezas-Wallscheid et al. 

2014; Pietras et al. 2015). Cela signifie que le progéniteur peut encore générer différents 

lignages hématopoïétiques mais qu’il aura une probabilité plus importante d’en générer un en 

particulier. Ainsi, les MPP4 (LSK CD135+ CD48+ CD150-) sont orientées vers le lignage 

lymphoïde, les MPP2 (LSK Cd135- CD48+ CD150+) vers le lignage erythro-megakaryocytaire 

et les MPP3 (LSK Cd135- CD48+ CD150-) vers le lignage myéloïde. A ces trois types de 

progéniteurs se rajoutent les CSHs à long termes (LSK Cd135- CD48- CD150+) et à court terme 

(LSK Cd135- CD48- CD150-) qui sont capables de générer l’ensemble des lignages 

hématopoïétiques de façon homogène (Figure 5). 

 

 

 

 

 

Figure 4 : Représentation Schématique du modèle hiérarchique ou continue de l’hématopoïèse. 

(D’après Cheng et al. 2020) 



26 

 

I.2.A – De la quiescence à la dormance cellulaire : comment retarder l’épuisement des CSHs 

I.2.A.a Définition 

La prolifération cellulaire est le processus qui conduit à générer deux cellules filles à 

partir d’une cellule mère. Il est défini par la progression des cellules dans le cycle cellulaire qui 

se constitue de 4 grandes phases : G1 (interphase), S (synthèse d’ADN) ; G2 (interphase) et enfin 

M (mitose) (Malumbres & Barbacid 2009). De nombreuses études indiquent que la prolifération 

peut être délétère pour la pérennité de la cellule. En effet, elle peut induire un stress cellulaire 

pouvant aboutir à l'apoptose. De plus, la phase de mitose se définit par une duplication du matériel 

génétique qui peut conduire à des anomalies de réplication. Enfin, chaque cellule possède une 

limite intrinsèque au nombre maximum de divisions qu’elle peut réaliser. Cette limite est causée 

par le raccourcissement des télomères après chaque division qui aboutit à terme à la sénescence 

des cellules (Victorelli & Passos 2017). Chaque cycle cellulaire peut être entrecoupé par une 

entrée en phase G0 qui marque une pause, plus ou moins longue selon le type cellulaire, entre 

plusieurs cycles de prolifération. Lors de l’embryogenèse, les cellules souches subissent une 

importante phase de prolifération dans le foie fœtal (Song et al. 2007) qui s’estompe deux à trois 

semaines après la naissance (Li et al. 2020). Elles deviennent alors majoritairement quiescentes, 

dans un stade non-divisant G0.  

Comme dit précédemment, afin de préserver l’homéostasie et l’intégrité du tissu 

hématopoïétique, une CSH doit remplir son rôle biologique le plus longtemps possible. C’est 

pourquoi l’organisme limite au maximum leur prolifération en induisant leur inactivité cellulaire 

par un statut de dormance. Cette dormance se dissocie de la quiescence cellulaire par la durée 

nécessaire pour une nouvelle entrée en cycle. En effet, la quiescence est considérée comme un 

état intermédiaire et transitoire, alors que la dormance est associée à un état stable dans le temps, 

qui nécessite un stimulus important pour sortir peu à peu de cet état (Wilson et al. 2009; Cabezas-

Wallscheid et al. 2017). La transition d’un état de dormance à un état de quiescence/mobilisation 

cellulaire est un processus finement régulé par une large diversité de signaux de recrutement (Li 

2011) et de maintien de quiescence, que je vais introduire par la suite. 
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I.2.A.b Mécanismes moléculaires impliqués dans le recrutement des CSHs 

1) Facteurs extrinsèques 

Il est décrit que certaines cytokines telles que celles de la famille des interférons de type 

1 sont capables de provoquer la sortie de dormance des CSHs in vivo. Une fois activées, les CSHs 

présentent un niveau plus élevé d’expression de la protéine de surface Sca1 (Ly6a) ainsi qu’une 

induction de la phosphorylation de Stat1 (Essers et al. 2009). L’utilisation de modèles murins 

délétés pour ces deux gènes a confirmé que l’induction de la prolifération des CSHs par 

l’interféron alpha était dépendante de ces deux protéines (Durbin et al. 1996; Ito et al. 2003). Mis 

ensemble, ces études ont permis de décrire précisément la voie de signalisation des interférons 

de type 1 chez la CSH (Figure 6). L’induction de la prolifération des CSHs est décrite pour 

d’autres cytokines pro-inflammatoires, telles que le G-CSF (Schuettpelz et al. 2014), l’Il1b 

(Pietras et al. 2016), le TNF (Yamashita & Passegué 2019), mais aussi en réponse au LPS ou 

en condition myéloablative après traitement au 5-FU (Wilson et al. 2008). Ces mécanismes de 

recrutement sont décrits comme des stress inflammatoires aigus.  

Cependant, des stimulations chroniques avec les mêmes cytokines pro-inflammatoires ne 

semblent pas aboutir à des résultats comparables. En effet, des études montrent que la stimulation 

chronique aux interférons de type I a un rôle pro-aplasique, liée à la réduction du nombre de 

cellules matures dans la moelle osseuse ainsi qu’à la capacité des progéniteurs hématopoïétique 

à proliférer (Young & Maciejewski 1997; Lin et al. 2014). Il est décrit que les stimulations 

chroniques ne permettent pas de mettre les CSHs en cycle continuellement et qu’après quelques 

divisions, les CSHs retournent en dormance et ne semblent plus stimulables. Ce mécanisme de 

retour en dormance semble protéger les CSHs de l’apoptose induite par la stimulation chronique 

des interférons de type I. Ce résultat est corroboré par le fait que lorsque les CSHs sont forcées à 

proliférer conjointement avec une stimulation chronique à l’IFN, un signal pro-apoptotique est 

transduit dans les CSHs (Pietras et al. 2014). De plus, les stimulations chroniques sont associées 

à une perte de fonctionnalités des CSHs, que cela soit au niveau de leurs capacités d’auto-

renouvellement, de différenciation, ou de leur capacité à réaliser des divisions asymétriques 

(Bogeska et al. 2022). Ces résultats soulignent qu’un état de dormance cellulaire n’est pas 

forcément associé à une meilleure fonctionnalité de la CSH. Il est donc considéré que la réponse 

à des évènements inflammatoires trop fréquents et/ou trop importants induit l’épuisement 

fonctionnel des CSHs. 
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2) Facteurs intrinsèques 

L’étude des facteurs de transcription impliqués dans l’activation de la prolifération des 

CSHs a démontré l’importance de Myc dans ce mécanisme. En effet, il est reporté que Myc est 

traduit après une stimulation aiguë à l’interféron alpha, lui permettant ainsi une activité 

transcriptionnelle (Ehninger et al. 2014). Les CSHs expriment deux isoformes de Myc : c-Myc 

et n-Myc. L’isoforme n-Myc est décrite comme particulièrement spécifique des CSHs (Laurenti 

et al. 2008). La délétion des deux isoformes de Myc dans les CSHs est associée à la perte des 

CSHs proliférantes mais pas à celle des CSHs dormantes. De plus, les modèles d’invalidations 

conditionnelles de c-Myc (Wilson et al. 2004) ou du super-enhancer contrôlant son expression 

(Bahr et al. 2018) indiquent que les progéniteurs hématopoïétiques les plus précoces (hormis les 

CSHs) deviennent incapables de participer à la suite du processus hématopoïétique. Ces résultats 

révèlent le lien qu’il existe entre capacité de prolifération et de différenciation dans 

l’hématopoïèse normale et soulignent l’importance de Myc dans ce processus. Certaines 

protéines du cycle cellulaire ont aussi été incriminées dans la régulation de la sortie de dormance. 

En effet, le niveau d’expression protéique de régulateurs du cycle cellulaire tel que CDK6 est 

déterminant dans le contrôle de la cinétique de sortie de dormance. Chez l’Homme, les CSHs qui 

expriment un haut niveau de CDK6 au moment d’une stimulation de recrutement, sont plus 

rapides à entrer dans le cycle cellulaire (Laurenti et al. 2015). Chez la souris, la stimulation aiguë 

à l’interféron induit fortement l’expression de Cdk6 et permet l’entrée dans le cycle cellulaire. 

Les modèles murins invalidés pour le gène Cdk6 ne présentent pas de défaut hématopoïétique à 

l’état d’équilibre, ce qui suggère que Cdk6 possède un rôle spécifique en réponse aux conditions 

Figure 6 : Illustration schématique de la signalisation moléculaire en aval de l’interféron alpha 

permettant de recruter une CSH. (D’après Essers et al. 2009) 
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Figure 7 : Schéma représentant le processus continue de sortie de dormance des CSHs et 

incriminant différentes signalisations associées au maintien de dormance ou à l’engagement 

vers la quiescence (Panel gauche). Schéma de la voie non classique de l’acide rétinoïque 

induisant la dormance dans les CSHs (Panel droite). (D’après Cabezas-Wallscheid et al. 2017, 

Schönberger et al. 2022) 

de stimulations. L’action de Cdk6 est démontrée comme permettant l’inhibition de l’expression 

de Egr1 (Scheicher et al. 2015), un facteur de transcription clé dans le maintien de la dormance 

des CSHs. Plus récemment, une étude indique que EGR1 et MYC partagent de nombreuses cibles 

transcriptionnelles mais les régulent de façon opposée au sein des CSHs humaines (Stoddart et 

al. 2022).  

I.2.A.c Mécanismes moléculaires impliqués dans le maintien de la dormance des CSHs 

1) Facteurs extrinsèques 

 A l’inverse, il existe des voies moléculaires permettant l’induction ou le maintien de la 

dormance des CSHs. Celles-ci s’opposent aux signaux de recrutement des CSHs et permettent 

de réguler finement leur engagement. Il s’agit d’une balance signalétique étroitement régulée 

dont la disruption peut aboutir à l’épuisement du pool de CSHs. Parmi les signalisations 

incriminées dans le maintien de la dormance, celle de l’acide rétinoïque a été démontrée comme 

restreignant l’activité de biosynthèse globale des CSHs (Cabezas-Wallscheid et al. 2017). Les 

CSHs utilisent une voie alternative pour la signalisation de l’acide rétinoïque qui nécessite 

l’action de l’enzyme Cyp26b1 (Figure 7). Cette enzyme permet la production du métabolite 4-

oxo-RA qui active le facteur de transcription RarB afin d’induire un programme transcriptionnel 

de dormance (Schönberger et al. 2022). 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

D’autre voies de signalisation sont impliquées dans le maintien de la quiescence des CSHs 

telles que les signalisations induites par le TPO (Qian et al. 2007) et le TGF (Yamazaki et al. 

2009; Wang et al. 2018). Le thrombopoïétine (TPO) est une cytokine se liant au récepteur MPL. 

Ce dernier fut originalement décrit pour son rôle clé dans la différenciation mégacaryocytaire. 



30 

 

L’expression du récepteur MPL chez les CSHs et l’activation de sa signalisation permettent de 

discriminer les CSHs proliférantes des CSHs quiescentes in vivo (Yoshihara et al. 2007). La 

production de TPO est spécifique des ostéoblastes, ce qui suggère que certaines niches 

hématopoïétiques sont impliquées dans la régulation de l’activation du recrutement des CSHs. 

Cette notion est corroborée par d’autres travaux qui soulignent l’importance des niches 

artériolaires et endostéales pour le maintien de la quiescence des CSHs (Kunisaki et al. 2013). 

En aval de l’activation du récepteur Mpl par la Tpo, il est décrit que les CSHs activent la voies 

PI3K-AKT, ce qui permet la translocation nucléaire de NfkB qui se lie au promoteur de la 

galectin 3 (Gal3). Une fois traduit, Gal3 est transloqué dans le noyau de la cellule et favorise 

l’expression de l’inhibiteur de cycle cellulaire p21 (Jia et al. 2021). Des effets pro-quiescence 

sont donc rapportés par l’action de facteurs solubles telles que les cytokines précédemment 

mentionnées, mais aussi par des molécules de la matrice extra-cellulaire. En effet, la netrine-1 

(Ntn1) est une protéine de la niche artériolaire qui se lie à son récepteur Neo1 (neogenine1). Neo1 

est une des protéines les plus spécifique des CSHs. Elle fait partie de la signature MolO qui décrit 

les CSHs les plus fonctionnelles (Wilson et al. 2015). De plus, son expression est diminuée en 

cas de stimulation aiguë avec des agents pro-inflammatoires tels que le pIpC ou le LPS. 

L’interaction Neo-Ntn1 induit la répression de Cdk6 et l’activation de Egr1 dans les CSHs, 

permettant par ce mécanisme de maintenir leur dormance (Renders et al. 2021). Conjointement 

prouvé chez l’Homme et la souris, l’interaction entre l’acide hyaluronique et son récepteur 

GPRC5C joue aussi un rôle crucial dans la préservation de la dormance des CSHs in vivo (Zhang, 

Mess, et al. 2022).  

2) Facteurs intrinsèques 

Les facteurs intrinsèques associés au maintien de la quiescence des CSHs ont été 

identifiés à l’origine par des analyses moléculaires de cinétique post-myéloablation par 5-FU 

(Venezia et al. 2004).  Cette approche permit notamment de discriminer que les facteurs de 

transcription Fos, Fosb et Egr1 étaient drastiquement inhibés en cas d’activation. La mise en 

place du modèle murin invalidé pour Egr1 démontre que les CSHs perdent leur état de quiescence 

et augmentent significativement leur activité de prolifération (Min et al. 2008). Les auteurs 

reportent aussi que les CSHs Egr1-/- se retrouvent plus facilement dans la circulation sanguine, 

suggérant que la perte de quiescence des CSHs est liée à une modification de leur rétention dans 

la niche hématopoïétique. Une étude menée dans les cellules souches neuronales (CNS) 

corrobore la notion que Egr1 pourrait réguler/être régulé par des interactions avec le micro-

environnement. Les auteurs démontrent qu’une haute densité d’interaction impliquant les CNS 
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et leur micro-environnement, induit spécifiquement l’expression de Egr1 qui est cruciale pour le 

maintien de leurs propriétés souches (Baek et al. 2022). Aussi, le facteur de transcription Atf3 

est reporté pour posséder un rôle similaire à celui de Egr1 dans les CSHs. En effet, bien que 

dispensable à l’état d’équilibre, son absence en cas de stimulation aiguë conduit à la perte du 

pool de CSHs. L’approche de 5FU utilisée dans l’article de Venezia permit aussi de discriminer 

que la voie JAK/STAT est impliquée dans le retour à l’état de quiescence des CSHs. Corroborant 

ce résultat, la délétion conditionnelle de Stat5 entraine une perte progressive du pool de CSHs 

quiescents (Wang et al. 2009). L’activation de la voie JAK/STAT dans les CSHs implique 

différents récepteurs tyrosine kinase tels que c-kit et Mpl. 

I.2.A.d Approches expérimentales permettant l’étude de la quiescence 

Afin de déterminer expérimentalement la quiescence/dormance cellulaire, il est 

nécessaire de s’intéresser aux différentes approches utilisées pour caractériser le cycle cellulaire 

(Table 1). Ces techniques permettent au choix de mesurer si la cellule est en cycle ou non, de 

connaître dans quelle phase du cycle elle se trouve ou enfin de mesurer le nombre de mitoses 

réalisées en un temps donné. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Table 1 Avantages et désavantages des méthodes de quantification de la quiescence des CSHs 

(D’après Nakamura-Ishizu et al. 2014)   
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1) Caractérisation par mesure unique 

Le premier type d’approche se base sur la mesure à un temps unique du contenu en ADN, 

ARN ou en protéine du cycle cellulaire d’une cellule. Un marquage pour la protéine Ki-67, 

discriminant les cellules en prolifération, combiné à un composé marquant le contenu en ADN, 

est fréquemment utilisé pour séparer les différentes phases du cycle cellulaire. Ces approches ont 

montrées les CSHs comme majoritairement en phase G0 (>70% des cellules) (Wilson et al. 

2008). Il est aussi possible de mesurer le rapport entre contenu en ADN par le marqueur Hoeschst, 

et celui en ARN par la Pyronine Y (Gothot et al. 1997). Cette combinaison de marqueurs permet 

l’identification d’une population quiescente représentant 60% des CSHs. Les CSHs quiescentes 

sont également reportées comme ayant une haute activité d'efflux pour de colorants tel que le 

Hoeschst. Cette propriété fut utilisée afin d’identifier spécifiquement les CSHs quiescentes. Les 

cellules discriminées par cette méthode sont nommées « side population » et correspondent à 

50% de l’ensemble des CSHs (Lin & Goodell 2006). Cependant, ces approches ne permettent 

pas de mesurer la durée de la phase G0 d’une cellule et donc la dormance cellulaire. De plus, il 

est démontré que parmi les CSHs en prolifération, certaines possèdent encore une haute 

fonctionnalité leur permettant, par exemple, de greffer à long terme (Goldberg et al. 2014). Ces 

constats pointent les limites d’une unique mesure pour étudier la dormance cellulaire, qui 

correspond à un haut niveau de quiescence.  

2) Caractérisation par rétention de signal 

 La quiescence cellulaire est définie par l’absence d’activité de prolifération cellulaire. 

La quantification et visualisation de différents niveaux de quiescence n’est alors possible que 

par la prise en compte d’une cinétique de division (ou d’absence de division) cellulaire. C’est 

sur ce principe que se base les approches de rétention de signal. Le 5(6)-carboxyfluorescein 

diacetate N-succinimidyl ester (CFSE) ainsi que ses analogues (CTV ou CTB) sont des 

molécules fluorescentes lipophiles qui, après clivage par les estérases intra-cellulaires, vont se 

lier de façon covalente à toutes les protéines de la cellule. Ce faisant, après chaque division, les 

cellules traitées dilueront leur matériel protéique et le signal associé par deux. La perte du signal 

fluorescent sera donc proportionnelle au nombre de division réalisées dans un temps donné. 

Cette approche nécessite un traitement ex vivo des cellules d’intérêts, suivi d’une mise en 

culture in vitro ou bien d’une transplantation in vivo dans des souris receveuses (Takizawa et 

al. 2011). Comme nous le verrons dans la suite de ce manuscrit, la mise en culture des CSHs 

ou bien leur transplantation ne sont pas sans conséquence car elles induisent leur sortie de 
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dormance. L’utilisation du CFSE ne permet donc pas d’analyser en condition d’équilibre la 

dormance des CSHs.  

 C’est pourquoi, afin d’étudier la dormance à l’état d’équilibre, la mesure in vivo d’une 

cinétique de prolifération est nécessaire. Pour cela, d’autres approches basées sur l’incorporation 

de label administrable in vivo ont été développées. C’est le cas du BrdU (5’-bromo-2’-

deoxyuridine), un analogue de la thymine (nucléotide qui compose l’ADN), qui est dilué si de 

l’ADN nouvellement généré est produit dans la cellule au moment de la division. Après une 

période de traitement permettant l’incorporation du BrdU, la quantification de sa perte est réalisée 

pendant une phase qui peut s’étaler sur plusieurs centaines de jours. Les résultats obtenus par 

cette méthode varient selon les études mais indiquent que la majorité de CSHs semble se diviser 

au moins une fois en 6 mois (Cheshier et al. 1999; Kiel et al. 2007). Le développement du modèle 

transgénique de souris H2B-GFP permit de préciser ces résultats. Il s’agit d’un modèle où les 

souris expriment des histones 2B modifiés, couplés à des protéines fluorescentes comme la GFP. 

Ce modèle indique que les CSHs peuvent être séparées en deux populations (Wilson et al. 2008). 

La première population (15% des CSHs) ne se divise en moyenne qu’une fois tous les 145 jours 

et est définie comme les CSHs dormantes (dCSHs). La seconde population (85% des CSHs) se 

divise plus régulièrement avec en moyenne une division tous les 36 jours et est corresponds aux 

CSHs activées (aCSHs).  

 Deux variantes du modèle H2B-GFP existent dans la littérature. Le premier est un modèle 

dit « Tet-off ». Dans celui-ci, un promoteur spécifique des CSHs induit l’expression d’une 

tétracycline régulable de transactivation (Tta), qui va ensuite activer un promoteur contrôlant 

l’expression de H2B-GFP. Un traitement à la doxycycline réprime l’expression de la protéine 

H2B-GFP par le couplage de la doxycycline avec les Tta, ce qui empêche l’interaction avec son 

promoteur (Figure 8). La perte de signal a donc lieu après une répression de l’expression de H2B-

GFP (Tumbar et al. 2004). Cette perte s’explique par (1) le remplacement des histones 2B 

continuellement dégradés, (2) la génération de nouveaux histones 2B lors de la division 

cellulaire. En effet, en cas de division cellulaire la moitié des H2B-(GFP) est transmis dans les 

deux cellules filles.  

Le seconde modèle H2B-GFP est dit « Tet-on ». Ici, le traitement à la doxycycline induit 

directement l’expression de l’histone couplé à la GFP, et ce dans l’ensemble des cellules de la 

souris. Après un temps d’induction de quelques semaines, qui permet de remplacer l’ensemble 

des H2B normaux par des H2B couplés à la GFP, la doxycycline est retirée (Figure 8). La perte 

du signal se fait donc avec l’arrêt de l’activation de l’expression des H2B-GFP et sera dût ici 
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aussi au remplacement des histones nouvellement synthétisés (par division ou dégradation). 

L’analyse de la dormance des CSHs avec le modèle « Tet-on » a permis d’obtenir des résultats 

similaires aux modèles « Tet-off », avec environ 20% des CSHs se divisant tous les 55 à 120 

jours (Foudi et al. 2009). Ces deux approches connaissent toutes deux leurs limites (Table 1), et 

ont été source de mésinterprétations au cours des dernières années (Bernitz et al. 2016; Morcos 

et al. 2020). En effet, pour le modèle Tet-off, l’intégration de la cassette permettant l’expression 

de l’histone 2B est aléatoire, ce qui induit une variabilité du niveau d’expression. Pour le modèle 

Tet-on, il existe une hétérogénéité de la fuite d’expression de H2B-GFP en fonction du type 

cellulaire. De plus, la vitesse du processus continu de remplacement des histones a été sous-

estimée. En effet, la limite la plus importante de ces modèles H2B-GFP pour l’étude de la 

dormance vient de la « faible » durée de vie des protéines H2B. Ceci implique pour l’étude de la 

dormance que la perte du signal résulte bien plus de la dégradation continue des H2B-GFP que 

de leur remplacement lors de la prolifération, ce qui rend la modélisation mathématique plus 

complexe (Figure 8).  

 

 

 

 

Figure 8 : Modèle expérimental permettant l’étude de la quiescence cellulaire de CSHs à l’aide 

d’un modèle H2B-GFP « Tet-off » (Panel haut gauche) ou « Tet-on » (Panel haut droit). 

Formule mathématique décrivant la perte de signal H2B-GFP dans le temps en prenant en 

considération les variables de production du « background », de division cellulaire et de 

dégradation protéique (Panel bas). (D’après Foudi et al. 2009 ; Morcos et al. 2020) 
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3) Méthodes alternatives 

 Comme discuter précédemment, les stratégies expérimentales permettant l’étude de la 

quiescence et/ou dormance cellulaire possèdent leurs limites et désavantages. Celles-ci se 

concrétisent par la nécessité de (1) fixer/perméabiliser les cellules pour le ki67 et le BrdU, de 

(2) sortir les cellules de leur micro-environnement dans le cas du CFSE, (3) d’une acquisition 

longue pour les approches de BrdU et H2B-GFP. C’est pourquoi d’autres alternatives moins 

invasives ont été mises en place avec par exemple le modèle « d’indicateur fluorescent du cycle 

cellulaire basé sur l'ubiquitinylation » (Fucci) (Sakaue-Sawano et al. 2008). Celui-ci se base sur 

l’expression constitutive des protéines du cycle cellulaire Geminin et Cdt1, fusionnées 

respectivement aux marqueurs fluorescents mVenus et mCherry (reportés tout deux comme 

ayant une faible demi-vie, n’impactant donc pas celle des protéines de fusion). La protéine Cdt1 

débute son expression à partir de la mitose puis pendant toute la phase G1. Son expression 

protéique est ensuite réprimée à l’entrée de la phase S. La protéine Geminin est exprimée à 

partir de la phase S puis atteint son niveau le plus haut en G2 et n’est plus exprimée à partir de 

la mitose (Figure 9).   

 En utilisant un modèle murin transgénique exprimant le système Fucci, des chercheurs 

purent discriminer différentes phases du cycle cellulaire pour la lymphopoïèse B et T à l’état 

d’équilibre  (Tomura et al. 2013). Cependant, le modèle conventionnel de Fucci n’est que peu 

adapté pour l’étude de la quiescence et de la dormance cellulaire. En effet, malgré qu’un haut 

Figure 9 : Schéma de l’évolution de la fluorescence des marqueurs Gemini et Cdt1 du modèle 

Fucci en fonction des différentes phases du cycle cellulaire (Panel Haut).  Représentation du 

cycle cellulaire associé à la stratégie de fenêtrage utilisé en cytométrie en flue afin de 

discriminer les populations (Panel bas). (D’après Tomura et al. 2013) 
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niveau d’expression de Cdt1 semble corréler à la quiescence cellulaire, il n’est pas spécifique 

de celle-ci. C’est pourquoi d’autres modèles ont été développée. Ils utilisent des marqueurs 

fluorescents couplés à d’autres protéines du cycle cellulaire, plus spécifique de l’entrée en phase 

G0. C’est le cas du modèle m-Venus-p27K qui peut identifier les cellules quiescentes du tissu 

musculaire (Oki et al. 2014).  

 Récemment, l’équipe de Jessberger a développé un nouveau modèle « iCOUNT » 

permettant de suivre une cinétique de division (Denoth-Lippuner et al. 2021). Il ne s’agit pas ici 

à proprement parler d’une approche de dilution de label. Ce modèle utilise des « recombinaisons 

induites par échangeur de tag » (RITE) qui permettent de réaliser des changements (Cre 

dépendant) d’une protéine fluorescente à une autre sous certaines conditions. Dans leur article, 

les auteurs utilisent des Histone 3.1-mCherry et -GFP qui ont l’avantage d’être beaucoup plus 

stables dans le temps que les histones 2B. L’ensemble des cellules exprime au départ des H3.1-

mCherry et après un traitement au tamoxifène, chaque division entraine la perte de la moitié de 

la dose de H3.1-mCherry et le gain d’une demi dose de H3.1-GFP (Figure 10). La combinaison 

d’une augmentation et d’une baisse de ces marqueurs augmente sensiblement la précision de 

l’analyse et permet de compter le nombre de divisions réalisées. Actuellement, le nombre de 

divisions discriminables n’est que de 4, mais peut être augmenté en utilisant une troisième 

couleur de switch (miCOUNT). L’approche iCOUNT n’a pour l’instant été utilisée que sur des 

temps relativement courts dans des contextes in vitro ou d’embryogenèse. Des études futures 

devront démontrer les avantages de son utilisation pour l’étude de la dormance des CSHs. 
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Il est important de spécifier que les études de la dormance des CSHs s’accordent sur le 

fait qu’il existe des CSHs primitives qui possèdent une activité mitotique peu fréquente. Cette 

faible activité mitotique ne semble pas faire intervenir les CSHs dans le processus 

d’hématopoïèse à l’état d’équilibre, comme l’indique des expériences de cartographie de destin 

cellulaire (Sun et al. 2014; Busch et al. 2015). De plus, des expériences de déplétions spécifiques 

des CSHs chez la souris corroborent l’hypothèse que les CSHs sont requises pour l’hématopoïèse 

en condition de stress et non pour l’hématopoïèse à l’état d’équilibre (Schoedel et al. 2016; 

Sheikh et al. 2016). 

 

 

 

Figure 10 : Schéma de la construction génique du modèle iCOUNT (Panel haut gauche).  

Schéma des changements théoriques de fluorescence liées aux divisions cellulaires (Panel haut 

droit). Image d’immunofluorescence après traitement au tamoxifène de J9.5 à J11.5 d’un 

embryon de souris portant la construction iCOUNT (Panel bas). (D’après Denoth-Lippuner et 

al. 2021) 
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I.2.B – L'auto-renouvellement : ou comment préserver l’immaturité cellulaire 

I.2.B.a Définition 

Malgré les mécanismes de dormance empêchant les CSHs d’entrer en cycle trop 

fréquemment, il est démontré qu’une CSH se divise entre 2 et 3 fois par an (Foudi et al. 2009; 

Morcos et al. 2020). Cette obligation à la division chez les CSHs ne s’est pas faite sans une 

certaine adaptation. L’auto-renouvellement est défini comme un mécanisme cellulaire couplant 

prolifération et maintenance de la multipotence des cellules souches. En effet, une cellule 

souche peut réaliser (1) une division symétrique, donnant deux cellules filles chez lesquelles 

sera dilué équitablement l’ensemble des composants cellulaires (ARN et protéines). Elle 

correspond à la division classique réalisée par la majorité des cellules. Les cellules souches 

(CSs) peuvent aussi réaliser une division dite asymétrique (2), qui est décrite comme leur étant 

plus spécifique. Cette division permet aux CSs de séparer asymétriquement le matériel non 

génétique, préservant ainsi efficacement les propriétés d’une des deux cellules filles et 

modifiant profondément les propriétés de la seconde (Figure 11). Ces deux types de division 

sont différentiellement appliquées en fonction des signaux perçus par la CSH et permettent de 

répondre efficacement au besoin de l'organisme en temps réel.  

 

 

 

Figure 11 : Illustration schématique des mécanismes de division symétrique et asymétrique 

d’une cellule souche permettant la répartition des composant cellulaires. (D’après Murke et al. 

2015) 
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I.2.B.b Séquestration asymétrique des composants d’immaturité chez les CSHs 

Lors de la division cellulaire, le fuseau mitotique est constitué de deux pôles depuis 

lesquels sont projetés des microtubules. Ces microtubules sont répartis selon trois classes. Les 

premiers sont les microtubules du kinétochore qui se lient aux chromosomes afin de les séparer, 

les seconds sont les microtubules interpolaires permettant de maintenir éloignés les deux pôles. 

Enfin, les derniers sont appelés microtubules astraux et rayonnent autour de leur pôle respectif 

afin de séparer le matériel non génétique (Siller & Doe 2009). Pendant une division 

asymétrique, la cellule mère oriente ses fuseaux astraux afin de séparer asymétriquement les 

déterminants de destinée cellulaire. Pour cela, la cellule doit se polariser, c’est-à-dire s’attacher 

à son micro-environnement afin de concentrer une part importante de sa machinerie moléculaire 

à un pôle spécifique. La concentration asymétrique du matériel cytoplasmique est permise par 

l’action des complexes multiprotéiques PAR, Crumbs et Scribble  (Martin et al. 2021). Ces 

complexes protéiques forment un ancrage au niveau de la membrane plasmique suivant l’axe 

définit par l’interaction avec leur micro-environnement (Figure 12). Ils interagissent également 

avec les fuseaux astraux ainsi que le cytosquelette d’actine de la cellule afin de favoriser l’action 

de systèmes de transport actif de dynéine qui vont acheminer des protéines comme des facteurs 

de transcriptions.  

 

 

 

Figure 12 : Illustration schématique de l’ancrage protéique des complexes d’asymétrie après 

adhésion d’une cellule avec son micro-environnement. (D’après Siller & Doe 2009) 
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 L’étude de ce mécanisme dans la CSH démontre que la RhoGTPase Cdc42 possède un 

rôle crucial dans la répartition asymétrique du matériel non génétique. Cdc42 est décrit comme 

permettant l’ancrage à la membrane plasmique du complexe PAR et Scribble. Cependant, seul 

le complexe Scribble est démontré comme impliqué dans les divisions asymétriques des CSHs. 

Le modèle murin KO inductible pour Cdc42 montre que les CSHs perdent leur capacité à 

réaliser des divisions asymétriques. En absence de division asymétrique, les CSHs perdent leur 

capacité d’auto-renouvellement et de quiescence cellulaire, soulignant l’intrication de ces deux 

mécanismes (Yang et al. 2007). De plus, les auteurs reportent une importante proportion de 

CSHs dans le sang suggérant que ces défauts fonctionnels sont associés à des défauts 

d’interactions avec la niche hématopoïétique. L’action en aval de Cdc42 dans la répartition 

asymétrique des déterminants de destinée cellulaire est dépendante des protéines Borg4 et 

Septin7 (Kandi et al. 2021). Les septines sont des protéines ciblées par les GTPases qui forment 

des filaments stables se complexant avec les microtubules et les filaments d’actines afin de les 

orienter dans le cytoplasme. Cette orientation du cytosquelette permet à des protéines de 

transport telle que Lys1 de répartir asymétriquement des composants non génétiques chez les 

CSHs (Zimdahl et al. 2014).  

L’activation de la voie de signalisation Hippo est nécessaire pour l’action de Scribble et 

de Cdc42 dans les CSHs. Cette voie de signalisation est régulée principalement par la densité 

de contact cellule-cellule, où une haute densité va permettre de phosphoryler les coactivateurs 

transcriptionnels YAP1 et TAZ afin de les relarguer dans le cytoplasme (Zhao et al. 2007). 

Dans les CSHs, Scribble coordonne l'organisation et l'activation de la voie de signalisation 

Hippo. En effet, Scribble se colocalise dans le cytosol avec YAP1 et TAZ phosphorylés, ce qui 

permet le recrutement de Cdc42.  Ces résultats sont corroborés par la perte d’asymétrie et de 

quiescence des CSHs en absence de YAP, TAZ et Scribble (Althoff et al. 2020). Plus 

récemment encore, il est démontré que la dose de YAP1 in vivo est bien plus faible que celle 

de TAZ dans les CSHs, soulignant l’importance physiologique de ce dernier (Kim et al. 2022). 

Les protéines NUMB ont été identifiées dans les divisions asymétriques des cellules 

d’embryons de drosophiles. Bien que le mécanisme exact ne soit pas encore compris, la 

répartition asymétrique des protéines NUMB a été liée à la spécification d’un destin cellulaire 

(Knoblich et al. 1995). La démonstration de leur répartition asymétrique chez la CSH, et son 

impact sur le devenir cellulaire a été récemment prouvée par l’équipe de Timm Schroeder. Pour 

cela, les auteurs utilisent dans leurs études une approche de vidéo-microscopie capable de 

traquer le devenir de chaque cellule en temps réel (Figure 13), chez la souris (Loeffler et al. 
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2019) et chez l’Homme (Loeffler et al. 2022). Par cette approche, ils ont identifié de 

nombreuses protéines et composants cellulaires différentiellement répartis lors de la division 

asymétrique des CSHs. Leurs résultats indiquent que les lysosomes, les autophagosomes, les 

mitophagosomes ainsi que des protéines telles que TOM20, Cd63 et Notch1 sont 

asymétriquement distribués dans la cellule fille la plus souche. Cet héritage moléculaire permet 

de prédire le devenir des cellules filles dans la différentiation ainsi que leur future activité 

métabolique. Les résultats révèlent que la cellule fille avec l'héritage non génétique le plus 

faible (et le moins souche) s'engage dans la différenciation. Néanmoins aucune détermination 

de lignage n'est observée à ce stade et les auteurs suggèrent que celle-ci pourrait être 

uniquement dû à l’interaction des cellules filles avec leur micro-environnement proche (facteurs 

extrinsèques).  Il existe aussi des cas opposés, où la répartition protéique va s’orienter vers la 

cellule fille destinée à se différencier. C’est notamment le cas des protéines CD71 et du facteur 

de transcription Myc. 

Figure 13 : Classification du type de division par l’observation continue de la répartition des 

déterminants cellulaires. Schéma expérimental (Panel Haut). Représentation en heatmap de la 

dynamique de fluorescence dans le temps après division d’une CSH. Chaque ligne correspond 

à la répartition d’un marqueur entre deux cellules filles provenant de la même CSH (Panel 

central). Représentation moyennée de l’ensemble des cellules suivies pour chaque marqueur et 

par type de division (Panel bas). (D’après Loeffler et al. 2019) 

 



42 

 

I.2.B.c Dépendance du micro-environnement pour la polarisation cellulaire 

Comme nous l’avons abordé précédemment, la polarisation cellulaire d’une cellule est 

dépendante de son interaction avec le micro-environnement. Ce mécanisme est bien décrit lors 

de l’embryogenèse et a été plus récemment incriminé dans l’hématopoïèse adulte (Wu et al. 

2007). Il est notamment décrit pour certaines cellules matures, telles que les lymphocytes B lors 

de la réponse à la présentation d’un antigène par une cellule dendritique (Thaunat et al. 2012), 

mais aussi pour les CSHs (Figure 14).  

L’identité de la cellule du micro-environnement permettant la polarisation des CSHs 

reste à définir. Cependant, des travaux récents ont mis en évidence l’implication d’interactions 

ligands-récepteurs. Il s’agit d’interactions impliquants le récepteur kit et son ligand le « Stem 

cell factor » (Scf,) ainsi que le ligand VCAM1 et son récepteur VLA4 (CD49d + Cd29) (Hao 

et al. 2021). D’une part l’interaction entre VLA4 et VCAM-1 permet à la CSH d’adhérer à son 

substrat afin de maximiser sa surface d’interaction, d’autre part l’interaction entre le SCF 

membranaire et Kit va permettre à la CSH de former des protrusions hautement concentrées en 

récepteurs-ligands. La combinaison des deux interactions permet à la CSH de se polariser sur 

un axe proximal/distal en concentrant son cytosquelette d’actine dans une zone distincte du 

cytoplasme (Figure 15).   

   

Figure 14 : Illustration schématique de différents cas de polarisation cellulaire associée à une 

asymétrie de répartition de matériel non-génétique. (D’après Pham et al. 2014) 
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D’autres résultats soulignent l’importance du marqueur kit pour les CSHs. En effet, des 

résultats in vivo ont montré que son expression dans les CSHs était nécessaire pour leur nichage 

hématopoïétique. De plus, son absence est associée à une perte progressive des CSHs dans la 

moelle osseuse (Thorén et al. 2008). Il est aussi rapporté que la signalisation kit induite dans 

les CSHs est différente selon que le Scf soit soluble, avec une action pro-proliférative (Zhang 

& Lodish 2008) ou membranaire pour leur maintenance à long terme (Barker 1994). Cette 

dichotomie est actuellement assez mal comprise mais souligne l’importance du micro-

environnement pour déterminer le programme moléculaire et la fonction d’une cellule. Des 

études similaires utilisant des HSPCs humaines prouvent qu’elles sont capables de se polariser 

à l’aide d’interaction avec leur micro-environnement (Wagner et al. 2004; Wagner et al. 2005), 

ce qui suggère fortement que ce mécanisme est préservé chez les mammifères. 

Figure 15 : Représentation schématique de l’interaction entre une CSH et une cellule du micro-

environnement (Panel haut gauche). Interactions de CSHs visualisées par différentes 

technologies de microscopie mettant en évidence les modifications morphologiques en 

présence de VCAM-1, de Scf membranaire et de la combinaison des deux (Panel de droite). 

Résultat par immunofluorescence de la concentration de kit associé au cytoskelette d’actine 

après intéraction d’une CSH et de son micro-environnement (Panel bas gauche). SEM : 

Microscope Electronique à Balayage / IRM : Microscope à Réflexion d’Interférence / DIC : 

Contraste d’Interférence Différentielle. (D‘après Hao et al. 2021). 
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I.2.B.d Quantification d’un potentiel d’auto-renouvellement : expérience de 

transplantation 

Comme expliqué précédemment, l’auto-renouvellement se définit par la capacité d’une 

cellule à maintenir son identité à long terme, malgré des divisions successives. Le test 

hématopoïétique de référence utilisé afin d’estimer une capacité d'auto-renouvellement est 

l’expérience dite de « repopulation » après transplantation. En effet, l'auto-renouvellement des 

CSHs est évaluée par leur aptitude à générer et maintenir un tissu hématopoïétique à long terme 

après transplantations successives dans des animaux receveurs (Figure 16). Un temps 

suffisamment long est nécessaire pour visualiser l’implication des CSHs car certains 

progéniteurs sont capables de maintenir leur activité de repopulation à court terme. Les 

expériences de transplantation en dilution limite (LDA) ont été développées afin de calculer 

une fréquence de cellules capables de greffer au sein d’une population hétérogène transplantée 

(Figure 16). Elles consistent en la transplantation de différentes doses cellulaires d’une 

population donnée pour connaître le nombre de cellule nécessaire à la prise de greffe.  

Figure 16 : Représentation schématique des différentes stratégies expérimentales de 

transplantation. Le test standard de transplantation de cellules souches hématopoïétiques (CSH) 

chez la souris utilise le système syngénique CD45.1/CD45.2. Les cellules de moelle osseuse 

sont prélevées sur une souris donneuse portant l'allèle CD45.1, à partir de laquelle les CSHs 

sont isolées par tri cellulaire en FACS. Les CSHs sont mélangées avec des cellules de moelle 

osseuse de support provenant de souris CD45.1 et transplantées dans une souris receveuse 

portant l’allèle CD45.2. Une étape de conditionnement est réalisée juste avant la  
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Chez la souris, les LT-CSHs et ST-CSHs sont les cellules capables de se maintenir à 

plus long terme, indéfiniment et jusqu’à 6 mois, respectivement. Comparativement, les 

différentes fractions de MPP perdent progressivement cette capacité et s’épuisent après 

transplantation au bout de quelques mois (Kiel et al. 2005; Cabezas-Wallscheid et al. 2014). Le 

phénotype discriminant les LT-CSHs (LSK Cd135- CD48- CD150+) chez la souris approche la 

fréquence de 1 cellule sur 1 capable de régénérer un tissu hématopoïétique sur le long terme.  

Chez l’Homme, les marqueurs phénotypiques utilisés afin de séparer les progéniteurs 

les plus précoces des CSHs sont distincts de ceux utilisés chez la souris. La mise en évidence 

des CSHs humaines fut initialement réalisée à partir d’expérience in vitro de culture à long 

terme (plus de 6 semaines). Ces expériences démontraient que l’absence de marqueur de 

lignage, du CD38 et la présence des marqueurs CD34 et CD90 permettaient un enrichissement 

en CSHs (Baum et al. 1992; Craig et al. 1993). La mise en place des modèles de souris 

immunodéficientes (SCID puis NOD-SCID) a ensuite permis de confirmer ces résultats malgré 

un enrichissement en CSHs humaines relativement faible comparativement aux CSHs isolées 

chez la souris (Hogan et al. 2002; Shultz et al. 2005). Les approches de LDA dans des souris 

immunodéficientes ont permis de préciser le phénotype des CSHs humaines, tout d’abord Lin-

CD34+CD38-CD90+CD45RA- pour une fréquence d’environ 1/10 (Majeti et al. 2007) puis de 

1/4 en rajoutant le marqueur CD49f+ (Notta et al. 2011).  

 I.2.B.e Expansion et préservation fonctionnelle des CSHs ex vivo 

Les patients atteints d'hémopathies malignes sont dans certains cas, éligibles à une 

allogreffe de CSHs après des cycles de chimiothérapie. L'effet attendu est un mécanisme 

bénéfique de greffon contre la leucémie (GVL) (Bleakley & Riddell 2004). Deux types de 

sources de greffons existent : les CSHs issues de cellules CD34+ mobilisées dans le sang 

transplantation. Cette étape permet de libérer des niches hématopoïétiques dans la moelle 

osseuse pour que les cellules greffées puissent se nicher correctement. Celle-ci peut être faite 

par irradiation ou bien par l’action de composé myéloablatif tel que du Busulfan. Le suivi de la 

prise de greffe est fait par cytométrie en flux sur une période longue (24 semaines pour les 

CSHs) par prélèvement sanguin ou de la moelle osseuse (Panel du haut). L’expérience de 

dilution limite permet de déterminer la fréquence de CSHs au sein d’un échantillon par la 

transplantation de différentes doses (nombre) de cellules chez des souris receveuses. La prise 

de greffe est déterminée par cytométrie à partir de prélèvement sanguin ou de moelle osseuse 

si un certain seuil de chimérisme est dépassé (fixé à 0,1-1%). Le calcul de la fréquence se base 

sur une loi de poisson où le nombre de cellules greffées correspondant à 37% de souris négative 

est égal à 1/fréquence des CSHs (Panel du bas).  (D’après Wilkinson et al. 2020) 
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périphérique ou de cellules CD34+ issues de sangs de cordons. La disponibilité des greffons 

reste insuffisante pour l'ensemble des patients du fait qu'il est essentiel d'avoir un donneur 

compatible pour éviter les rejets de greffe. Il est donc nécessaire de trouver des alternatives 

pour produire des CSHs compétentes en nombre suffisant. La culture cellulaire ex-vivo des 

CSHs humaines induit une forte baisse de fonctionnalité caractérisée par une perte d’activité 

d’auto-renouvellement. Afin de dépasser ces limites, l’équipe de Guy Sauvageau a réalisé un 

crible chimique pour identifier des composés chimiques capables d’expandre les CSHs tout en 

préservant leur fonction d’auto-renouvellement. Cette approche a permis l’identification du 

composé UM171 (Fares et al. 2014) pouvant induire la prolifération ex vivo de CSHs humaines 

fonctionnelles. Le mécanisme d’action de ce composé a récemment été identifié (Chagraoui et 

al. 2021) par l’utilisation d’un crible CRISPR-Cas9.  

L’UM171 cible en effet spécifiquement le complexe CoREST ainsi que certains de ses 

partenaires tels que LSD1 (Subramaniam et al. 2020) pour induire leur dégradation. CoREST 

jouent un rôle crucial dans la déméthylation et désacétylation des histones. La mise en culture 

ex-vivo de CSHs est décrite comme étant associé à une baisse du niveau de méthylation et 

d’acétylation des histones. L’UM171 permet donc de maintenir de façon globale les marques 

épigénétiques importantes pour l’identité moléculaire d’immaturité des CSHs (Figure 17).  Le 

mécanisme d’action de l’UM171 implique le recrutement de l’ubiquitine ligase CRL3 qui cible 

spécifiquement les protéines marquées par le complexe KBTBD4. Ce dernier adresse au 

Figure 17 : Résultats décrivant l’évolution du niveau de méthylation après mise en culture de 

CSHs humaine. Quantification réalisée à l’aide d’anticorps couplé visualisé en cytométrie en 

flux (Panel de gauche). D0 : jour 0 ; D1 : jour 1 ; D3 : jour 3 ; MFI : moyenne d’intensité de 

fluorescence. Schéma décrivant l’action pro-méthylation permise par le complexe coREST 

(Panel de droite). (D’après Subramaniam et al. 2020 ; Chagraoui et al. 2021) 
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protéasome les complexes de régulation des marques épigénétiques tel que le complexe 

CoREST (Chagraoui et al. 2021).  

Les cribles chimiques tel que celui ayant découvert l’UM171 permettent de répondre à 

une question biologique sans avoir à connaître le mécanisme d’action des molécules utilisées. 

A l’opposé, d’autres équipes ont d’abord étudier un mécanisme moléculaire clé pour la fonction 

des CSHs, puis se sont intéressés à de potentielles applications cliniques. Notamment, l’équipe 

de John Dick s'est intéressée aux voies de réponse au stress telle que la voie « unfolded protein 

response » (UPR) dans la régulation de l’auto-renouvellement des CSHs (van Galen et al. 

2014). En effet, en condition de culture, il est reporté que les CSHs augmentent fortement leur 

synthèse protéique et que cette activité est liée à leur perte de fonctionnalité. L’activation de la 

voie de l’UPR dans les CSHs permet d’empêcher ce phénomène. Leurs travaux révèlent que la 

molécule 4HPR est capable de préserver le stress induit par l’UPR dans les CSHs, par une 

modulation du métabolisme des sphingolipides (Xie et al. 2019). Une autre équipe démontra 

que l’utilisation de la Tanespimycin (17-AAG), un inhibiteur connu de la protéine chaperonne 

HSP90, préserve l’activité d’auto-renouvellement des CSHs lors d’un passage en culture (Kruta 

et al. 2021).  Les auteurs expliquent ce résultat par l’inhibition de l’interaction entre HSP90 et 

le facteur de transcription HSF1. En condition de culture, HSF1 est séquestré dans le 

cytoplasme des CSHs, empêchant ainsi son activité transcriptionnelle impliquée dans 

l’inhibition de la traduction.  

Une autre limite inhérente à la transplantation de CSHs est la reconstitution hétérogène 

des différents lignages sanguins qui demeure une cause de morbidité et de mortalité (Seggewiss 

& Einsele 2010; Pineault & Boyer 2011). Des études font l’hypothèse que les biais de lignages 

s’expliquent par des défauts de plasticité des CSHs corrélé ou non avec des différences 

d’activités d’auto-renouvellement. Ces notions amènent l’hypothèse d’un potentiel découplage 

des propriétés d'auto-renouvellement et de multipotence. Pour mieux comprendre et étayer ces 

notions, nous allons nous intéresser dans le prochain chapitre aux relations qu’il existe entre le 

potentiel de différenciation et les propriétés souches d’une cellule. 

I.2.C – Potentiel de différenciation :  

Le potentiel de différenciation d’une cellule correspond à sa capacité à générer 

différents types de cellules matures en fonction des signaux perçus. Ce potentiel est directement 

en lien avec la capacité de la cellule à mettre en place des programmes transcriptionnels 

différents. Le devenir d’une cellule dépendra de l’action de facteurs de transcription ainsi que 
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de l’environnement signalétique de la cellule au moment de l’expression de ces facteurs 

(interaction cellules-cellules ou/et cellules-matrice extra cellulaire ; cytokines ou/et 

chimiokines). Une CSH, de par l’ensemble de ces interactions, est considérée comme capable 

d’initier n'importe quel type de cellules hématopoïétiques matures : myéloïde, lymphoïde B, 

lymphoïde T, érythroïde et plaquettaire. C’est pourquoi l’on considère que les CSHs sont des 

cellules possédant un haut niveau de plasticité cellulaire. Cependant, jusqu’à récemment, aucun 

consensus scientifique n’existait pour savoir si les CSHs pouvait être intrinsèquement amorcées 

ou non vers un lignage hématopoïétique. Je discuterai ici de l’état actuel des connaissances sur : 

l’hétérogénéité de plasticité des CSHs, le mécanisme physiologique de perte de plasticité liée à 

l’âge, et le gain de plasticité (appelé reprogrammation) induit expérimentalement.  

I.2.C.a Hétérogénéité de la plasticité cellulaire chez les CSHs 

Afin de comprendre et d’identifier l’hétérogénéité de plasticité cellulaire des CSHs, des 

approches de transplantation en cellule unique ont été utilisées. L’équipe de Jacobson démontra 

par ces approches que les CSHs étaient graduellement restreintes vers la génération exclusive 

du lignage mégacaryocytaire (Sanjuan-Pla et al. 2013). A ce jour, il s’agit de la seule restriction 

complète de lignage décrite pour une CSH. Ce résultat est corroboré par la transplantation de 

CSH individuelle dans plus de 1000 souris (Carrelha et al. 2018). Les auteurs ont discriminé 

des CSHs capables de générer l’ensemble des lignages, de celles capables de générer l’ensemble 

des lignages hormis les lymphocytes T, B, myéloïde puis érythroïde et enfin celle au potentiel 

mégacaryocytaire uniquement (Figure 18). L’équipe a utilisé un reporteur de l’expression de la 

glycoprotéine Vwf comme marqueur de cette restriction. Cette glycoprotéine est appelée le 

facteur de Von Willebrand, elle participe aux mécanismes d’hémostase, notamment pour 

l’adhésion des plaquettes et peut être exprimée dès le stade de CSH.  

De plus, le maintien du biais de lignage et de la transplantabilité en série des CSHs 

VWF-Tomatohigh (restreintes pour le lignage plaquettaire) suggèrent fortement que cette perte 

de plasticité est intrinsèquement programmée par des mécanismes épigénétiques. Ces CSHs 

semblent capables de répondre uniquement à des stimuli provenant des mégacaryocytes (Pinho 

et al. 2018). En effet, les CSHs VWF+ sont dépendantes des niches mégacaryocytaires 

comparativement aux CSHs VWF- (capable de générer le lignage lymphoïde), plus associées 

aux niches artériolaires (Figure 18). Des approches similaires chez l’Homme ont aussi permis 

de spécifier des différences de plasticité chez les CSHs. En effet, la perte de potentiel de 

différenciation myélo-erythroide est corrélée à un gradient de gain de CD34 et de perte de 

CLEC9A à la surface des cellules (Belluschi et al. 2018). Mis ensemble, ces études corroborent 
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bien l’idée d’un découplage entre plasticité cellulaire, et activité d’auto-renouvellement à long 

terme. 

 

I.2.C.b Biais de lignage 

L’exemple le plus connu d’un système dans lequel le potentiel de différentiation d’une 

cellule souche est impacté est le vieillissement. En effet, il fut tout d’abord constaté qu’avec 

l’âge, la composition et la fonctionnalité des cellules hématopoïétiques matures étaient 

impactées (Berkahn & Keating 2004). De plus, de nombreuses études révèlent que les 

fréquences des CSHs (de Haan & Van Zant 1999), des progéniteurs lymphocytaires commis 

(Miller & Allman 2003; Min et al. 2006) et des progéniteurs myéloïdes commis (Rossi et al. 

2005) de la moelle osseuse sont altérées avec l’âge. Ces modifications se répercutent jusqu’au 

différentes populations de progéniteurs précoces des LSKs. En effet, le nombre de MPP3 et 

Figure 18 : Résultats concernant la caractérisation de l’hétérogénéité de plasticité cellulaires 

des CSHs obtenu à partir d’expérience de transplantation unicellulaire (Panel haut). Stratégie 

de fenêtrage des LT-CSHs en fonction du reporteur Vwf et résultats de leur transplantation pour 

générer des cellules lymphoïdes (Panel bas gauche). Schéma décrivant les interactions des 

CSHs et de leur micro-environnement expliquant les biais de lignages (Panel bas droit) 

(D’après Carrelha et al. 2018 et Pinho et al. 2018). 
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MPP2 augmente ; tandis que celui des MPP4 diminue. Enfin, la proportion des LT-CSHs 

augmente de façon spectaculaire avec l’âge, de +-12% à +-60% (Sudo et al. 2000; Kuribayashi 

et al. 2020). Cette accumulation est associée à l’expression aberrante d’un haut niveau du 

Slamf1, de CD41 et de CD61 (Gekas & Graf 2013; Mann et al. 2018). La transplantation de 

LT-CSHs triées pour un niveau d’expression élevé de Slamf1 démontre que celles-ci sont 

fortement biaisées pour la différenciation myéloïde (Beerman et al. 2010), suggérant que la 

plasticité même des CSHs est impactée.  

Cette perte de plasticité des LT-CSHs âgées semblent incriminer des facteurs 

intrinsèques et extrinsèques. Les facteurs intrinsèques se traduisent par de nombreux défauts 

telles que la perte de la capacité des cellules à se polariser (Florian et al. 2018), l’accumulation 

de dommage à l’ADN (Mohrin et al. 2010), la modification de leur réseau de régulation 

transcriptionnel (Desterke et al. 2021; Hérault et al. 2021) ainsi qu’une altération globale du 

niveau de méthylation de l’épigénome (Adelman et al. 2019). 

L’étude de la niche hématopoïétique lors du processus de vieillissement a aussi 

démontré qu’elle possédait un rôle majeur dans la régulation de l’homéostasie hématopoïétique. 

En effet, l’équipe de J. Trowbridge démontra qu’il est possible de réduire drastiquement les 

biais liés à l’âge grâce à une unique cytokine : Igf1 (Young et al. 2021). Afin d’identifier cette 

cytokine, ils constatèrent tout d’abord que la transplantation de LT-CSHs dans des souris jeunes 

réduisait considérablement le biais de différenciation myéloïde. Ils utilisèrent ensuite une 

approche Sc-RNAseq comprenant des LT-CSHs jeunes et âgées, couplée à leurs cellules du 

micro-environnement respectives, afin d’identifier le couple récepteur-ligand le plus à même 

d’expliquer les différences liées à l’âge (Figure 19). De plus, les approches récentes de 

parabiose chez la souris corroborent ces résultats. Elles indiquent que les défauts liés à l’âge 

pourraient être en grande partie compensés par des facteurs solubles et des interactions 

cellulaires (Ma, Wang, et al. 2022). L’étude précise du micro-environnement de la moelle 

osseuse indique que les LT-CSHs âgées ne se localisent pas dans les mêmes niches 

hématopoïétiques que les LT-CSHs jeunes (Figure 19). En effet, elles se nichent à distance de 

l’endosteum ainsi que des artérioles et s’agglutinent en cluster de cellules Slamf1 positives 

(Saçma et al. 2019). Mis ensemble, ces résultats soulignent l’interdépendance des mécanismes 

intrinsèques et extrinsèques dans la régulation de la plasticité des CSHs. 
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Néanmoins, ces articles ne permettent pas de comprendre comment un réseau de 

régulation transcriptionnel peut être impliqué dans la plasticité des CSHs. De plus, s’il est 

possible de visualiser des processus de perte de plasticité, quand est-il du mécanisme opposé ? 

Pour répondre à cette question j’aborderai dans la prochaine partie les notions concernant les 

processus de reprogrammation.  

  

Figure 19 : Résultats étayant l’implication de la niche hématopoïétique dans la régulation de la 

plasticité des LT-HSCs dans le contexte des défauts de différentiation liée à l’âge (d’après 

Young et al. 2021). Expérience de transplantation de LT-HSCs suivant l’ensemble des 

combinaisons possibles entre des souris jeunes et des souris âgées (Panel haut). Incrimination 

d’IGF1 au niveau moléculaire dans la régulation des voies moléculaires liées au vieillissement ; 

ainsi qu’à la validation de sa raréfaction dans la moelle avec l’âge (panel central). Coupe de 

microscopie à fluorescence analysant la localisation des HSCs suivant l’âge des souris (Panel 

bas) (D’après Saçma et al. 2019). 
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I.2.C.c Plasticité cellulaire et reprogrammation : 

1) Plasticité des CSHs pour d’autres lignages tissulaires 

Comme nous l’avons vu précédemment, la plasticité d’une cellules souche lui donne le 

potentiel de produire différents types de cellules matures. Le cas le plus emblématique concerne 

les cellules souches embryonnaires qui sont capables de générer l’ensemble des types 

cellulaires composant un organisme adulte :  c’est ce que l’on définit comme la totipotence. En 

revanche, les cellules souches adultes deviennent plus restreintes dans leur potentiel de 

différenciation, ne pouvant engendrer les cellules que d’un seul tissu, c’est la multipotence. Ces 

notions furent challengées par le constat de la capacité de certaines cellules souches adultes à 

générer des cellules d’autres tissus dans des conditions particulières de stress. C’est le cas des 

CSHs qui ne participent qu’à la génération du tissu hématopoïétique en condition d’équilibre 

mais qui sont rapportées comme capables de se transdifférencier dans certaines situations. En 

effet, la transplantation de CSHs en condition de stress hépatique a démontré qu’elles pouvaient 

générer des cellules du lignage hépatique in vivo (Lagasse et al. 2000). De nombreuses autres 

approches furent employées à cette époque afin d’utiliser les CSHs, qui sont les cellules souches 

les plus facilement accessibles, comme matériel de base afin de générer d’autres tissus 

fonctionnels. Cela aboutit à la publication d’articles indiquant que malgré une certaine 

plasticité, et notamment l’expression de marqueur d’autres lignages, les CSHs n’étaient pas 

capables de concevoir des cellules neuronales (Roybon et al. 2006) ni des cardiomyocytes 

(Murry et al. 2004) fonctionnels. Ces limites de capacité de transdifférenciation inhérente à 

l’utilisation de cellules souche adultes furent dépassées avec la découverte des cellules souches 

pluripotentes induites (iPSCs). 

2) Reprogrammation induite par les facteurs de Yamanaka 

L’équipe de Shinya Yamanaka démontra que l’expression ectopique des quatre facteurs 

de transcription Oct4, Sox2, c-Myc et Klf4 au sein de fibroblastes différenciés induit leur 

dédifférenciation et leur confére une plasticité proche des cellules souches embryonnaires 

(Takahashi & Yamanaka 2006). Cette découverte amena au développement de tout un nouveau 

champ d’expertise et d’application (Figure 20) encore activement étudié de nos jours. Au niveau 

moléculaire, la reprogrammation permise par les facteurs de Yamanaka se traduit par le passage 

d’un état global d’hypermethylation à un état global hypométhylation. La méthylation de 

l’ADN est un mécanisme décrit comme crucial dans la régulation de l’expression génique 

(Lessard & Crabtree 2010). En effet, il est admis qu’une zone hypermethylée d’ADN défavorise 



53 

 

la fixation de la machinerie transcriptionnelle. Une cellule mature possède un génome 

globalement hyperméthylé comparativement à un progéniteur plus précoce (Suelves et al. 

2016). Leur haut niveau de méthylation s’explique par le niveau de spécialisation de la cellule, 

qui va optimiser sa réponse pour un nombre restreint de stimuli lui permettant sa fonction. Cela 

s’oppose à la pluripotence des cellules souches où le faible niveau de méthylation de l’ADN 

permet à la cellule de répondre à une multitude de signaux, lui conférant ainsi une grande 

plasticité.  

La génération d’iPSCs par cette méthode a été validée au sein d’une large variété 

d’autres types cellulaires tels que les kératinocytes (Aasen et al. 2008), les cellules neuronales 

(Kim et al. 2008), les mélanocytes (Utikal et al. 2009) ainsi que des lymphocytes T (Eminli et 

al. 2009) et B matures (Hanna et al. 2008). Ces résultats corroborent l’existence d’un réseau de 

régulation transcriptionnelle de reprogrammation efficace quel que soit le lignage d’origine. Il 

est aussi rapporté que plus le niveau de différenciation est élevé, moins le processus de 

reprogrammation en iPSCs est efficace. Cela a été démontré dans le système hématopoïétique 

où la proportion de cellules progénitrices capables d’être reprogrammées était d’environ de 10 

  

Figure 20 : Frise chronologique des avancées techniques et moléculaires entre 1950 et 2012 dans 

le domaine de la reprogrammation cellulaire. (D’après Hochedlinger & Jaenisch 2015) 
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à 40% (Stadtfeld et al. 2010) contre 0,01 à 0,1% pour des cellules lymphoïdes ou myéloïdes 

matures (Eminli et al. 2009). L’induction de la pluripotence dans différents systèmes cellulaires 

a révélé que la reprogrammation en iPSCs se déroule en plusieurs étapes. Tout d’abord, les 

gènes de différenciation somatique sont peu à peu réprimés puis il se met en place un 

programme transcriptionnel de pluripotence (Figure 21). Ceci s’explique par le fait que les 

facteurs de Yamanaka ne possèdent pas tous la même cinétique d’action. En effet, seule 

l’expression précoce de Klf4 est rapportée comme améliorant l’efficacité de la 

reprogrammation fibroblastique, ce qui lui suggère une action antérieure (Markoulaki et al. 

2009). L’activité de c-myc semble s’individualiser des autres facteurs de Yamanaka par le 

ciblage spécifique de gènes de prolifération cellulaire et de métabolisme (Sridharan et al. 2009). 

Il est intéressant de noter que l’accélération de la reprogrammation permise par c-myc semble 

être liée à l’utilisation de mécanismes de division asymétrique. Ces divisions asymétriques 

permettent en effet d’optimiser la perte de facteurs d’identité somatique, tout en accumulant 

ceux liés à la pluripotence (Song et al. 2021). Cette hypothèse est corroborée par le fait que les 

iPSCs générées précocement sont discernables aux niveaux transcriptionnel et épigénétique de 

celles obtenues après plusieurs divisions (Chin et al. 2009; Polo et al. 2010).  

 

Figure 21 : Illustration schématique de différents cas de polarisation cellulaire associée à une 

asymétrie de répartition de matériel non-génétique. (D’après Hochedlinger & Jaenisch 2015) 
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3) Modèle de pluripotence par balancement 

Le réseau de pluripotence peut différer selon le lignage cellulaire et il est reporté que 

l’ensemble des facteurs de Yamanaka n’est pas forcément nécessaire. Ceci a été souligné dans 

le cas de c-Myc qui interviendrait davantage pour accélérer le processus de reprogrammation 

que pour réguler directement le réseau transcriptionnel de plasticité (Sridharan et al. 2009). Il 

est par exemple décrit que c-Myc n’est pas obligatoire pour la reprogrammation de cellules 

proliférative (Nakagawa et al. 2008). D’autre part, malgré que Oct4 ait été considéré pendant 

longtemps comme le facteur de transcription le plus important de l’induction des iPSCs, de 

nombreuses études ont montré qu’il pouvait être remplacer (Shu et al. 2013) ou même être non 

nécessaire à la reprogrammation (Velychko et al. 2019). L’ensemble de ces observations a 

permis de mettre en place un modèle lié à la pluripotence dit de « balancement ». Dans celui-

ci, c’est la combinaison de la dédifférenciation et d’un état d’équilibre pour l’induction des 

différents lignages possibles qui permet la pluripotence (Figure 22).  

 

 

Figure 22 : Schéma du modèle de balancement pour la pluripotence. Les nuages bleus indiquent 

les destinées cellulaires susceptibles d’être adoptées. L'état de pluripotence (cellule rouge) est 

situé près de la région d'équilibre. Lorsque la bascule est équilibrée entre les deux potentiels de 

différenciation, la cellule a une probabilité plus élevée d'entrer dans un état de pluripotence. 

ME signifie mésoderme et ECT signifie ectoderme. (D’après Shu & Deng 2013) 
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4) Transdifférenciation directe  

Différentes expériences montrent que des facteurs de transcription spécificateurs de 

lignage peuvent aussi être utilisés pour reprogrammer des cellules. Afin de reprogrammer des 

fibroblastes humains en iPSCs, il est démontré que GATA3 et ZNF521 peuvent se substituer à 

OCT4, alors qu’OTX2 et PAX6 peuvent se substituer à SOX2 (Montserrat et al. 2013). Les 

programmes moléculaires des différents lignages induits par ces facteurs de transcription 

s’équilibrent et permettent la pluripotence. Ce modèle est aussi corroboré par des cas de 

reprogrammation directe par des spécificateurs de lignage. Dans ces cas, la transdifférenciation 

peut être permise sans l’utilisation d’un seul facteur de Yamanaka. Il est par exemple reporté 

que l’expression de MyoD dans des fibroblastes est suffisante pour les convertir en myoblastes 

(Davis et al. 1987). D’autres cas de transdifférenciation directe par des spécificateurs de lignage 

ont été reportés pour convertir des fibroblastes en neurones (Vierbuchen et al. 2010) ainsi qu’en 

cardiomyocytes (Ieda et al. 2010). Enfin, ces mécanismes de transdifferentiation directe ont 

aussi été observés pour générer des cellules du lignage hématopoïétique par la surexpression 

d’Oct4 dans des fibroblastes (Szabo et al. 2010).  

 Il existe de nombreux facteurs de transcription spécifiques du lignage hématopoïétique 

qui permettent d’établir la spécification et/ou l’engagement dans les lignages myéloïde, 

lymphoïde, érythroïde et mégacaryocytaire. Parmi eux, les facteurs Runx1, Cebpa/b, Gata1, 

Myb, E2A, TAL1, PU.1 et PAX5 sont démontrés comme cruciaux pour la spécification des 

différents lignages hématopoïétiques. Leurs actions passent par le recrutement de cofacteurs 

permettant l’activation des gènes spécifiques d’un lignage, de façon concomitante avec la 

répression de l’activité des facteurs de transcription des autres lignages. Il s’agit d’un réseau de 

régulation transcriptionnelle complexe où chaque facteur de transcription compétitionne avec 

les autres afin d’orienter définitivement la cellule vers le lignage qui lui est spécifique. Dans ce 

contexte, des modifications de la dose de ces facteurs ont été incriminées dans des gains de 

plasticité et de transdifférenciation hématopoïétiques. Des expériences de surexpression de 

GATA1 au sein de progéniteurs lymphoïdes ou myéloïdes ont démontré que ces progéniteurs 

étaient détournés vers le lignage erythro-mégacarcyocytaire (Iwasaki et al. 2003; Kulessa et al. 

1995). Il est aussi reporté que l’expression ectopique de CEBP permet de transdifférencier 

efficacement des progéniteurs B RAG2-/- directement en macrophages (Xie et al. 2004; Di 

Tullio et al. 2011). A l’inverse, les cellules lymphoïdes déficientes pour le facteur de 

transcription PAX5 deviennent indécises pour le lignage lymphoïde et gagnent une plasticité 

leur permettant de se différencier dans de nombreux autres lignages (Nutt et al. 1999).  
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5) Plasticité induite par l’absence de PAX5 dans les progéniteurs B 

 En effet, la perte de Pax5 dans la lymphopoïèse est décrite comme amenant une 

susceptibilité à se dédifférencier. Les expériences menées par l’équipe de Busslinger ont 

démontré que les progéniteurs B PAX5-/- sous l’action des cytokines appropriées (Figure 23) 

étaient capables de se différencier en macrophages, ostéoclastes, cellules dendritiques, 

granulocytes et cellules NK in vitro (Nutt et al. 1999).  De plus, cette plasticité a été confirmée 

directement chez l’animal où la transplantation de progéniteurs B PAX5-/- est associée à la 

génération in vivo de lymphocytes T (Rolink et al. 1999), mais aussi de macrophages, de 

granulocytes et d’érythrocytes (Schaniel et al. 2002). La plasticité permise en absence de PAX5 

semble être indépendante du niveau de différenciation du lymphocyte B. En effet, la délétion 

conditionnelle de PAX5 dans des lymphocytes B matures les rendent capables de se différencier 

en lymphocyte T par une étape préalable de dédifférenciation (Cobaleda et al. 2007). Une 

susceptibilité à se différencier pour d’autre lignage est aussi reportée dans des conditions Ebf1-

/+ (Nechanitzky et al. 2013) et Pax5-/+ Ebf1-/+ (Ungerbäck et al. 2015) où des progéniteurs B 

CD19+ deviennent capables de greffer chez la souris et de générer des lymphocytes T. Mis 

ensemble, ces résultats soulignent l’importance de l’activité de PAX5 et de sa dose dans la 

répression de la plasticité cellulaire des lymphocytes B.  

 
Figure 23 : Schéma représentatif de l’action de PAX5 pour l’engagement dans le lignage B. 

Les progéniteurs B Pax5-/- non engagés deviennent alors capable de se différencier en type 

de cellules matures en présences des cytokines adaptées. OPGL : Osteoprotegerin ligand, 

ST2 : stromal ST2 cells. (D’après Cobaleda, Schebesta, et al. 2007) 
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II / La lymphopoïèse B 

II.1 - Caractérisation phénotypique 

II.1.A - Chez la souris 

La lymphopoïèse B est un processus finement régulé se déroulant dès le développement 

fœtal puis dans la moelle osseuse après la naissance. Deux approches phénotypiques différentes 

sont utilisées chez la souris afin de séparer les stades de la différenciation B. Il s’agit des 

nomenclatures de Basel et de Philadelphie qui ont été mises en place par Anthony Rolink et 

Richard Hardy, respectivement. Ces deux nomenclatures utilisent l’expression du B220 ou du 

CD19 comme marqueurs précoces du lignage B ainsi que l’expression de surface des 

immunoglobulines pour les cellules matures. Cependant, elles se distinguent par l’utilisation 

d’autres marqueurs. La nomenclature de Basel utilise l’expression du CD117 (kit) et CD25 

(Rolink & Melchers 1996) alors que la classification de Hardy se base sur l’expression du 

CD43, CD24 et CD249 (BP-1) (Hardy & Hayakawa 2001). Ce sont les modulations 

d’expressions de ces marqueurs qui permettent de définir les différents stades de la 

différenciation B (Figure 24). La lymphopoïèse B est donc constituée d’une succession d’étapes 

comprenant les stades pré-pro-B (Fraction A), pro-B (Fraction B), pré-BI (Fraction C), pré-BII 

précoce (Fraction C’), pré-BII tardive (Fraction D), immature B (Fraction E) et mature 

recirculante B (Fraction F).  

 
Figure 24 : Classification phénotypique de la différenciation B murine discriminant les 

stades de la lymphopoïèse B dans la moelle osseuse. Les marqueurs représentés incluent 

ceux de la nomenclature de Philadelphie et de Basel. (D’après Monzón-Casanova et al. 

2020)  
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II.1.B - Chez l’Homme 

La différenciation B humaine présente de nombreuses similitudes avec celle de la souris. 

En effet, de nombreux marqueurs identifiés chez la souris sont utilisés afin de caractériser 

phénotypiquement la différenciation B humaine (Ghia et al. 1998). Ce phénotypage passe par 

l’utilisation des marqueurs CD34, CD38, CD10, CD19, ainsi que l’expression 

d’immunoglobulines de surface (Figure 25). L’acquisition successive de ces différents 

marqueurs a été mise en évidence par des approches de culture in-vitro de CSHs CD34+ (Kraus 

et al. 2013) mais aussi à partir de la différenciation de cellules souches embryonnaires humaines 

pluripotentes (Böiers et al. 2018; Richardson et al. 2021). Parmi les différences notables entre 

l’Homme et la souris, on ne retrouve pas d’expression concomitante de KIT avec celle du CD19 

et le marqueur B220 n’est pas exprimé chez l’Homme.  

 

Cependant, la caractérisation phénotypique précise de l’ensemble de la lymphopoïèse 

B humaine est longtemps restée élusive après celle de la souris. C’était sans compter le 

développement des approches à l’échelle uni-cellulaire qui apportèrent de nouvelles 

perspectives d’analyse. Notamment, l’approche de cytométrie de masse (Cytof) permis à 

Figure 25 : Classification phénotypique de la différenciation B humaine permettant de 

discriminer les stades de la lymphopoïèse B (Panel du haut). Résultats représentatifs de culture 

de CSHs CD34+ humaine dans des conditions permettant l’avancée dans la différenciation B 

(Panel du bas). (D’après (Kraus et al. 2013) 
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l’équipe de Gary Nolan d’analyser l’ensemble de la trajectoire développementale de la 

lymphopoïèse B à l’aide d’un seul panel de marquage (Figure 26). 44 marqueurs comprenant 

des protéines de surfaces, des facteurs de transcription, des enzymes ainsi que des protéines 

phosphorylées ont été quantifiés, afin de dériver statistiquement la trajectoire prise par chaque 

cellule dans le processus de différenciation (Bendall et al. 2014). Pour cela, les auteurs ont 

développé l’algorithme de pseudotime « Wanderlust », qui fut le premier de son genre avant 

que ce type d’analyse ne se démocratise grâce aux expériences de Sc-RNAseq. Cette étude 

indique notamment que l’expression de la protéine CD24 et de l’enzyme TdT peut être 

combinée à celle des marqueurs canoniques de l’engagement B (CD10 et CD19), afin de 

préciser la lymphopoïèse B humaine. Les résultats suggèrent aussi que l’initiation de 

l’expression de certains marqueurs phénotypiques (CD19) peut différer entre l’Homme et la 

souris (Cobaleda & Sánchez-García 2009). Pour finir, leur approche confirme que les 

différenciations B humaine et murine suivent les mêmes étapes de développement impliquant 

le réarrangement des immunoglobulines ainsi que les voies de signalisation induite par l’IL7R 

et le pré-BCR que je détaillerai plus loin dans ce manuscrit. 

Figure 26 : Heatmap des valeurs normalisées de chaque marqueur phénotypique aligné selon le 

temps de développement calculé par Wanderlust. (D’après Bendall et al. 2014) 
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II.2 – Lymphopoïèse B de la moelle osseuse 

II.2.A – Entrée dans le lignage lymphoïde 

Comme abordé précédemment, une fois que les CSHs se divisent de façon asymétrique 

en une cellule souche et un progéniteur biaisé dans la différenciation, ce dernier va pouvoir se 

diriger vers un lignage spécifique. Les progéniteurs multipotents biaisés pour le lignage 

lymphoïde (MPP4 aussi appelé LMPP pour progéniteurs multipotents lymphoïdes) ont la 

capacité de se différencier progressivement en des précurseurs de plus en plus engagés dans le 

lignage lymphoïde. La discrimination phénotypique de l’engagement lymphoïde passe par 

l’expression du Flt3 pour les MPP4 puis de l’IL7R pour les CLP (Figure 26). Les cellules MPP4 

ont été montrées comme capables de générer des progéniteurs lymphoïdes communs (CLP) qui 

se différencient en cellules pré-pro-B puis en cellules pro-B. Ce dernier stade finira de 

restreindre le devenir cellulaire à la lymphopoïèse B uniquement. Le passage du stade CLP au 

stade pro-B est encore étudié de nos jours. En effet, l’étape de la différenciation précédant la 

restriction complète du lignage B a longtemps fait débat dans le domaine.  

 Il a tout d’abord été établi qu’une hétérogénéité au sein de la population des CLPs 

existait mais que les cellules exprimant le marqueur Ly6D se restreignaient définitivement pour 

le lignage B (Inlay et al. 2009). C’est pourquoi le Ly6D fut utilisé afin de séparer les 

progéniteurs lymphoïdes totaux (ALP) Ly6D négatif, et les progéniteurs lymphoïdes B (BLP) 

Ly6D positif (Figure 27). Ce résultat ne concordait cependant pas avec le fait que les cellules 

pré-pro-B (Lin-, IL7R+, B220+ CD19-), plus avancée dans la différenciation, restaient capables 

de générer des cellules myéloïdes (Rumfelt et al. 2006). Ceci a amené à l’hypothèse de 

l’existence de population encore bi-potente, notamment pour le lignage myéloïde, se situant 

plus loin dans la différenciation que le stade CLPs. Ce n’est que plus récemment, avec l’avancée 

des technologies de séquençage à l’échelle unicellulaire, que l’équipe de Rolink a été capable 

de discriminer et caractériser entièrement l’ensemble de l’hétérogénéité retrouvée au sein des 

progéniteurs B220+ CD19- (Alberti‐Servera et al. 2017). Son approche a permis de définir que 

le marqueur Ly6D, bien qu’enrichissant fortement en signature et potentiel de différenciation 

B, n’était pas suffisant pour discriminer spécifiquement les progéniteurs précoces du lignage 

B. De plus, les résultats ne supportent pas l’hypothèse de progéniteurs encore bi-potent à ce 

stade de la différenciation. La fraction cellulaire B220+ CD19- Ly6D+ est donc constituée de 

multiples sous-populations cellulaires possédant des expressions différentes pour des gènes 

impliquées dans le lignage B, T, myéloïde et dendritique. Ces résultats sont soulignés par la 

caractérisation plus fine de la différenciation des cellules dendritiques conventionnelles (cDC) 
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qui démontre que des progéniteurs dendritiques expriment le Ly6D puis le B220 (Lutz et al. 

2022). De plus, des approches de « barcoding » ont démontré que la génération des cDC était 

spécifique des MPP4 et de la signalisation induite par le récepteur Flt3 à ce stade de la 

différenciation (Lin et al. 2021). 

 

 

 

II.2.B – Le réarrangement des immunoglobulines comme marqueur de la lymphopoïèse 

L’avancée dans la différenciation B est accompagnée du processus de réarrangement 

des gènes des immunoglobulines. Ce processus sert à générer à terme l’ensemble de la diversité 

du répertoire des anticorps. En effet, afin de permettre une couverture immunitaire complète, 

une immunoglobuline spécifique de chaque antigène doit pouvoir être générée. Ceci est rendu 

possible par des mécanismes moléculaires complexes, capables d’augmenter étape après étape 

la diversité de reconnaissance des immunoglobulines. Je ne parlerai pas ici exhaustivement de 

ces mécanismes, préférant me focaliser uniquement sur la maturation des lymphocytes B 

précoces se déroulant dans la moelle osseuse.  

Figure 27 : Stratégie de fenêtrage définie par le laboratoire de Weissman afin de discriminer 

les précurseurs les plus précoces de l’entrée dans la différenciation B. (D’après Inlay et al. 

2009) 
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Dans la moelle osseuse se déroule successivement le réarrangement somatique des loci 

du gène des chaînes lourdes des immunoglobulines (IgH) puis celui des loci du gène des chaînes 

légères (IgL). Pour les chaînes lourdes des immunoglobulines, une recombinaison V(D)J induit 

l’assemblage des segments D (diversité) avec les segments J (jonction) puis celui des segments 

V (variable) avec les segments DJ réarrangés (Figure 28). Le réarrangement des segments DJ a 

lieu au stade pro-B et celui des segments VDJ au stade pre-BI. Afin de réaliser ces 

recombinaisons, de courtes séquences de 12 nucléotides pour les régions D et de 23 nucléotides 

pour les régions V et J, appelées signaux de recombinaisons (RSS), sont reconnues sur l’ADN 

par deux enzymes Rag (Rag1 et Rag2). Ces enzymes possèdent une activité endonucléase 

(Figure 29). Chez la souris, la diversité sera générée à partir du réarrangement de 97 segments 

variables, de 4 segments de jonction et 14 de diversité (Giudicelli et al. 2006). Chez l’Homme, 

le même mécanisme a été décrit avec cependant une diversité de segments plus faible, entre 38 

et 46 segments variables, 23 segments de diversité et 6 segments de jonction. Le complexe 

formé par Rag1 et Rag2 va interagir avec un RSS de 12 nucléotides (D) et un RSS de 23 

nucléotides (V ou J) respectivement. Ces interactions induisent un changement conformationnel 

du complexe, rapprochant les régions RSS de l’ADN pour ensuite réaliser leurs clivages double 

brins (Ru et al. 2015). Après ce clivage, la machinerie de réparation de l’ADN, dite « erreur 

prône », NHEJ (non homologous end joining), intervient afin de fusionner les deux extrémités 

des régions clivées, tout en incorporant des erreurs d’insertions et/ou de délétions de nucléotides 

au niveau de la jonction. Ces erreurs augmentent la diversité moléculaire des 

Figure 28 : Schéma des réarrangements successifs des gènes des immunoglobulines lors de la 

différenciation B. 
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immunoglobulines. La double coupure induite par les enzymes RAG entraîne la perte du brin 

d’ADN se situant entre les deux segments. Ce mécanisme impliquant les protéines Rag est 

utilisé à chaque étape de recombinaison, que cela soit pour les chaînes lourdes ou légères des 

immunoglobulines.  

Le réarrangement des immunoglobulines a lieu de façon séquentiel. En effet, les 

réarrangements DJ débutent sur les deux allèles, puis les réarrangements VDJ se déroulent sur 

un seul allèle à la fois. Le second allèle initie son réarrangement uniquement dans le cas d’un 

réarrangement infructueux du premier. En effet, une étape de « checkpoint » permet de 

déterminer si le réarrangement est productif ou non. Pour les chaînes lourdes des 

immunoglobulines, le « checkpoint » a lieu par l’intermédiaire du pré-BCR alors que les 

chaines légères des immunoglobulines sont validées dans la différenciation plus tardive, par 

l’intermédiaire du BCR. Le pré-BCR est constitué d’une chaîne lourde nouvellement 

réarrangée ainsi que de deux pseudo-chaînes légères : le CD179a (VpreB) et le CD179b 

(lambda5). Une fois externalisé, ce complexe s'associe en intra-cellulaire avec les protéines Iga 

(CD79a) et Igb (CD79b). Iga et Igb sont capables de transduire un signal du cytoplasme au 

noyau en cas d’activation du pré-BCR. L’étape de « checkpoint » consiste à valider la réactivité 

du complexe du pré-BCR, qui peut être amoindrie en cas de production d’une chaine lourde des 

immunoglobulines tronquées ou incapables de lier correctement les pseudo-chaines. 

Figure 29 : Illustration schématique de l’action des enzymes RAG dans les mécanismes de 

réarrangements des immunoglobulines. (D’après Ru et al. 2015) 
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II.2.C – Validation des réarrangements des immunoglobulines 

II.2.C.a Validation des réarrangements IgH par le pré-BCR : 

Les cellules pré-BII précoces externalisent le pré-BCR ce qui initie la phase de 

validation des chaines lourdes des immunoglobulines. La compréhension exacte du mécanisme 

moléculaire permettant la transduction du signal du pré-BCR reste débattue. Il est cependant 

admis que les complexes de pré-BCR doivent s’agréger ensemble à la membrane pour 

transduire efficacement une signalisation intra-cellulaire. C’est cette agrégation couplée à 

l’auto-réactivité de la partie non-immunoglobuline de lambda5 (Ohnishi & Melchers 2003) qui 

permet de transduire le signal validant le premier checkpoint. Cette mise en commun des 

complexes de pré-BCRs est dépendante de lambda5 et est accompagnée de la ligation de 

molécule du micro-environnement. C’est notamment le cas de la Galectin 1 (Gauthier et al. 

2002) qui interagit spécifiquement avec le complexe du pré-BCR. Il est rapporté que le BCR 

interagit quant à lui avec la Galectin 9 (Cao et al. 2018). Par la suite, d’autres équipes ont 

démontré que l’agrégation du Pré-BCR était indépendante de tout ligand (Bankovich et al. 

2007), mais que la stabilité de son agrégation était fortement influencée par la présence de 

Galectin 1 (Erasmus et al. 2016). L’ancrage moléculaire permis par la Galectin 1 au niveau des 

complexes de pré-BCRs s’accompagne de la formation d’une « synapse » polarisant ainsi la 

cellule (Figure 30). D’autres protéines du micro-environnement ont été incriminées comme 

cruciales afin de former cette synapse telles que les intégrines α4β1 (VLA-4), α5β1 (VLA-5), 

et α4β7. Celles-ci interagissent avec des ligands des cellules stromales telles que la fibronectine 

et ADAM15 afin de concentrer le cytosquelette d’actine au niveau du pré-BCR (Rossi et al. 

2006; Bonzi et al. 2015).  

 Figure 30 : Analyse par microscopie à immunofluorescence de l’agrégation du pré-BCR et de 

de différentes intégrines au sein de progéniteurs B. Colocalisation des protéines du pré-BCR, de 

la galectin1 et de différentes intégrines (α4β1, α5β1 et α4β7) visualisée dans un progéniteur B  
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 De façon intéressante, des processus de polarisation associés à des division 

asymétriques sont reportés en cas de reconnaissance d’un antigène par le BCR (Thaunat et al. 

2012; Hawkins et al. 2013), suggérant que ce type de division pourrait aussi être induit depuis 

le pré-BCR. La polarisation des progéniteurs B permise par le pré-BCR se passe dans un 

contexte particulier : elle se forme au sein d’une cellule activement proliférante et est associée 

à terme à l’arrêt de cette prolifération. En effet, une courte et intense phase de prolifération 

advient au moment de l’externalisation du pré-BCR et permet de sélectionner les cellules ayant 

réarrangées correctement leurs IgH. Cette phase amplifie de plus d’un facteur 5 le nombre de 

chaque clone productif (Rolink et al. 2000). La prolifération est ensuite rapidement écourtée 

afin de réaliser le réarrangement des IgL. Cette cinétique est très finement régulée de par 

l’externalisation limité du pré-BCR à la surface des cellules. Cette faible externalisation semble 

expliqué par l’internalisation rapide et continu du pré-BCR (Ohnishi & Melchers 2003; Knoll 

et al. 2012) ainsi que la plus faible disponibilité des protéines Lambda5 comparativement aux 

IgH (Cohen et al. 2013). La signalisation induite depuis le pré-BCR permet l’arrêt de son 

externalisation. C’est pourquoi, les chaînes lourdes des immunoglobulines resteront 

internalisées jusqu’à la fin du réarrangement des chaînes légères et la mise en place du 

complexe final du BCR (IgH + IgL).  

II.2.C.b Validation des réarrangements IgL par le BCR : 

Les réarrangements des IgL ont lieu à partir du stade de cellules pré-BII tardives et vont 

permettre la mise en place du complexe du BCR (Figure 31). Une fois le complexe formé en 

intra-cytoplasmique, il sera acheminé vers la membrane au stade immature-B. Le signal du 

BCR sera donc transduit à partir de ce stade de la différenciation. Il consiste en la sélection 

négative des BCR auto-réactifs et de la sélection positive des BCR tolérants pour ses antigènes 

(Nemazee 2017). Cette sélection positive n’est pas associée à une phase de prolifération mais 

plutôt à l’arrêt des processus moléculaires de réarrangements ainsi qu’à la sortie des cellules 

immatures B de la moelle osseuse pour rejoindre les organes lymphoïdes secondaires (Pereira 

et al. 2009; Beck et al. 2014).  

(Panel gauche). Observation de l’interaction entre une cellule pré-B et une cellule du micro--

environnement exprimant la fibronectine (Panel bas droit). Schéma représentatif des 

interactions mises en jeu pour la transduction du signal induit depuis le pré-BCR (Panel haut 

droit). m : merge / GAL1 : galectin 1. (D’après Rossi et al. 2006; Bonzi et al. 2015) 
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II.2.D – Signalisations moléculaires impliquées dans la différenciation B :  

II.2.D.a Signalisation moléculaire induite par le récepteur à l’interleukine 7 :  

L’IL7r est un récepteur composé de l’interaction de la chaîne alpha du récepteur à l’Il7 

(Il7r) spécifique du lignage lymphoïde et de la chaîne gamma du récepteur à l’IL2 (Il2r) qui 

est retrouvée plus globalement exprimée au sein de l’hématopoïèse. L’Il7 est secrétée par les 

cellules stromales de la moelle osseuse, de la rate ainsi que du thymus. L’expression de son 

récepteur débute très tôt dans le déterminisme du lignage lymphoïde, à partir du stade CLP. La 

signalisation induite par l’IL7r a été démontrée comme critique pour l’engagement et le 

développement des lymphocytes B. En effet, les souris KO pour le récepteur (Corcoran et al. 

1998) ou bien la cytokine (von Freeden-Jeffry et al. 1995) sont presque totalement dépourvues 

de progéniteurs B. Il semblerait que la lymphopoïèse B humaine ne soit pas exclusivement 

dépendante de l’IL7, cela s’explique par la redondance d’un autre jeu de récepteur-ligand 

possédant le même rôle : CRLF2 et TSLP (Kang & Der 2004). En aval de ces récepteurs se 

trouvent deux signalisations interconnectées qui jouent des rôles différents dans la 

lymphopoïèse B. Il s’agit des voies de signalisation JAK/STAT et PI3K/AKT/mTOR. Elles 

Figure 31 : Schéma de la différenciation B focalisé sur l’étape de validation du BCR. Les 

chaines légères s’appariant aux chaines lourdes induisent la signalisation tonique du BCR. Cette 

signalisation favorise une sélection positive lorsque le BCR est non auto-réactif (a), ou auto-

réactif ou trop peu tonique (b-c). (D’après Nemazee 2017) 
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agissent de concert afin d’induire la survie et la prolifération cellulaire, favorisant ainsi 

l’avancée dans la différenciation B (Figure 32). 

1) Signal de survie cellulaire 

En effet, une signalisation pro-survie est nécessaire au stade pro-B (Fraction B) afin de 

contrer le signal pro-apoptotique induit par les dommages à l’ADN dû au réarrangement des 

chaînes lourdes des immunoglobulines. Ce signal de survie est induit notamment par 

l’intermédiaire de la voie JAK/STAT (Figure 33). Plus précisément, après ligation de l’Il7 avec 

son récepteur, un changement conformationnel va induire la phosphorylation de la kinase JAK3 

(Janus Kinase) et/ou JAK1 qui phosphorylent à leur tour les facteurs de transcription 

STAT5A/B disponibles dans le cytoplasme. La phosphorylation des facteurs STAT5 permet 

leur dimérisation, les rendant ainsi capables de se transloquer dans le noyau de la cellule afin 

d’induire l’expression de gènes pro-survies tels que BCL2 ou MCL1 (Jiang et al. 2004). 

Notamment, des études indiquent que la différenciation B des souris STAT5 KO est arrêtée au 

stade pro-B (Goetz et al. 2004) et un sauvetage fonctionnel est possible par la surexpression de 

BCL2 en absence de STAT5 (Malin, McManus, Cobaleda, et al. 2010). Aussi, il est reporté que 

la différenciation B en absence d’Il7r redevient partiellement efficiente en présence d’une forme 

constitutivement activée de pSTAT5 dans les cellules (Goetz et al. 2004), soulignant ainsi le 

rôle central de la voie JAK/STAT en aval de l’Il7r. Cet axe de signalisation est conservé chez 

l’Homme comme le soulignent les résultats de co-culture de CD34+ de sang de cordon humain 

en présence ou non d’IL7 (Johnson et al. 2005). 

Figure 32 : Schéma des axes de signalisation en aval du récepteur à l’IL7 pendant l’avancée 

dans la différenciation des progéniteurs lymphocytaires B de la moelle osseuse. (D’après Reth 

& Nielsen 2014) 
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 La signalisation pro-survie est aussi dépendante de la voie PI3K (Figure 33). En effet, 

après son activation, l’IL7R recrute p85 et p110 (PI3K) qui ont pour rôle de phosphoryler les 

Phosphoinositides phospate 2 (Pip2) en Phosphoinositides phospate 3 (Pip3). S’ensuit une 

cascade de signalisation permettant la répression de la protéine pro-apoptotique BAD 

(Castellano & Downward 2011) ainsi que la phosphorylation du facteur de transcription Foxo1. 

Cette phosphorylation entraîne la séquestration de Foxo1 dans le cytoplasme pour sa 

dégradation et empêche ainsi son action sur ses cibles transcriptionnelles pro-apoptotiques 

(Danial & Korsmeyer 2004). Le maintien cytoplasmique de Foxo1 est d’autant plus important 

qu’il empêche l’activation de l’expression des enzymes RAG lors des phases de prolifération, 

évitant ainsi d’endommager l’ADN lors de la mitose (Ochiai et al. 2012). Ces observations 

soulignent l’existence de différentes temporalités entre le moment où les progéniteurs B 

réarrangent leurs immunoglobulines et celui où elles se divisent activement. En effet, à partir 

du stade de la différentiation pré-BI, la réactivité des cellules pour phosphoryler STAT5 

diminue, accompagnée de l’expression du CD249 (BP-1) et d’un plus haut niveau de 

prolifération. La dépendance de la signalisation induite depuis l’IL7R pour le passage au stade 

pré-BI est soulignée par des expériences de culture in vitro de cellules pro-B où la concentration 

d’Il7 dans le milieu module l’expression du marqueur BP-1 induit à la surface des cellules.  

 

Figure 33 : Schéma des axes de signalisation en aval du récepteur à l’IL7 pendant l’avancée 

dans la différenciation des progéniteurs lymphocytaires B de la moelle osseuse. (D’après 

McLean & Mandal 2020) 
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2) Signal de prolifération cellulaire 

Le contrôle de la phase de prolifération est permis en partie par l’intermédiaire de 

STAT5 qui régule l’expression de cyclines importantes pour l’avancée dans le cycle cellulaire 

telle que CCND3, mais surtout de la signalisation PI3K/AKT. En effet, en absence d’activité 

catalytique de p110, les cellules pro-B sont beaucoup moins efficaces pour proliférer en 

présence d’Il7 (Ramadani et al. 2010). De plus, les modèles murins de délétions de Raptor, 

directement en aval de la signalisation PI3K/AKT, ainsi que de sa cible directe mTORC1, 

montrent un blocage complet de la différenciation au stade pré-BI (Zeng et al. 2018). Les 

auteurs ont été capables de discriminer par leurs approches l’axe pro-prolifératif de l’axe pro-

survie induits par la signalisation PI3K/AKT mTOR. En effet, ils ont identifié deux voies de 

signalisation en aval de l’Il7r, indépendantes de STAT5, et cruciales pour le développement B 

précoce. La première implique la voie AKT de façon non exclusivement dépendante de PI3K 

(potentiellement PDK1) et transduit un signal pro-prolifératif par l’intermédiaire de Raptor/ 

mTORC1/ Myc. La seconde permet un signal pro-survie sous le contrôle de PI3K et dont la 

suppression est médiée par PTEN. Cette seconde voie semble jouer un rôle plus précoce dans 

la différenciation car la délétion de PTEN entraîne un blocage au stade pro-B (Fraction B), 

associé à une plus forte mortalité cellulaire.  

L’activation de Myc à partir du stade pré-BI (fraction C) jusqu’au stade pré-BII précoce 

(fraction C’) est critique pour l’expansion de ces compartiments lors de la différenciation B 

(Vallespinós et al. 2011). En effet, Myc est directement impliqué dans l’induction de la 

prolifération cellulaire (Habib et al. 2007), dans le remodelage du cytosquelette d’actine (Iritani 

& Eisenman 1999), et dans l’activation d’un programme métabolique de glycolyse (Urbanczyk 

et al. 2018). Sa régulation transcriptionnelle semble être dépendante de la signalisation STAT5 

comme l'indiquent plusieurs études (Lord et al. 2000; Pinz et al. 2016). Cependant, son 

expression protéique ne débute pas dès le stade pro-B, mais plus tardivement dans la 

différenciation (Sandoval et al. 2013). C’est pourquoi il est suggéré que sa traduction n’est 

rendue possible que lorsque l’axe signalétique Raptor/mTORC1 est activé (Zeng et al. 2018). 

Cette activation est transitoire et advient de façon concomitante avec l’externalisation du pré-

BCR. 
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II.2.D.b Signalisation moléculaire induite par le Pre-BCR : 

1) Signal de prolifération cellulaire 

Conjointement à l’activation autonome du pré-BCR, se déclenche une signalisation 

complexe impliquant la famille des SRC kinases (tyrosine kinase non-récepteur), la voie 

PI3K/AKT mTOR et la voie ERK/MAPK. Le signal en aval du pré-BCR passe par 

l’intermédiaire des SRC kinases LYN et FYN et BLK qui vont phosphoryler les motifs ITAMs 

se trouvant à l’extrémité des protéines CD79a et CD79b. Les phosphorylations des motifs 

ITAMs vont permettre de recruter la kinase SYK, induisant son autophosphorylation et 

décuplant ainsi son activité kinase. Le rôle majeur de SYK pour la voie du pré-BCRs a été 

révélé par la mise en place d’un modèle murin délété pour ce gène. Ce modèle démontre qu’en 

absence de SYK, la différenciation B est bloquée avant le stade des cellules pré-BII tardives 

(Fraction D), étape de la différenciation suivant l’externalisation du pré-BCR (Cheng et al. 

1995; Turner et al. 1995). De plus, SYK a directement été incriminé dans le mécanisme de 

prolifération des cellules pré-BII précoces (Fraction C’). En effet, la surexpression de SYK chez 

des progéniteurs B permet d’induire fortement leur prolifération en présence d’IL7 et du pré-

BCR. Cette prolifération est liée à l’augmentation de la quantité de protéine MYC dans les 

cellules (Wossning et al. 2006). D’autres études ont confirmé que cette activité pro-proliférative 

de SYK était dépendante de la voie PI3K/AKT/mTOR (Kanie et al. 2004). En effet, SYK induit 

la phosphorylation de la protéine adaptatrice BCAP qui, en interagissant avec CD19, active par 

phosphorylation les PI3Ks (Aiba et al. 2008). SYK semble donc capable d’amplifier, ainsi que 

de prendre le relais de la voie de l’IL7R pour induire la prolifération par l’intermédiaire de la 

voie PI3K (Figure 34). Cependant, comme abordé précédemment, ce signal pro-prolifératif est 

finement régulé pour n’être que de courte durée. 
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2) Signal de différenciation cellulaire 

La régulation du signal de différenciation est permise par un autre axe de signalisation 

induit depuis le pré-BCR (Figure 34). Elle passe par l’intermédiaire de la kinase SYK, de BTK 

et de la protéine adaptatrice BLNK (SLP65). BLNK est capable d’inhiber la voie des PI3K 

(Ochiai et al. 2012) ainsi que de contrôler la prolifération et la différenciation des cellules pré-

BII précoces. En effet, dans les modèles murins délétés pour BLNK, la différenciation B est 

bloquée au stade pré-BII précoce qui prolifère alors de façon continue (Jumaa et al. 1999; 

Flemming et al. 2003). La phosphorylation de BLNK par SYK induit une cascade de 

signalisation impliquant le recrutement des protéines PLCg2, BTK et GRB2. Cette cascade 

permet d’activer l’expression de facteurs de transcription pro-différentiation tels que Aiolos 

(Ikzf3) et IRF4. Ces facteurs de transcription sont impliqués dans la régulation de l’arrêt du 

cycle cellulaire, dans l’activation du réarrangement des IgL ainsi que dans la répression des 

composants du pré-BCR tels que Lambda5 pour Aiolos. La signalisation du pré-BCR permet 

aussi une entrée de calcium dans la cellule. Ce calcium va entrainer la phosphorylation de 

PLCg2 par BTK qui sont tous deux complexés à BLNK. BTK est recruté au préalable au niveau 

des Pip3 de la membrane qui ont été générés par l’activation de la voie PI3K/AKT/mTOR via 

SYK. Une fois phosphorylé, Plcg2 va entrainer le passage des Pip2 en IP3, ce qui aura pour 

conséquence de compétitionner avec la cascade de signalisation des PI3K pour la formation de 

Pip3. L’inhibition de la voie PI3K va permettre de stabiliser le facteur de transcription FOXO1, 

Figure 34 : Schéma des axes de signalisation en aval du récepteur à l’IL7 pendant l’avancé dans 

la différenciation des progéniteurs B de la moelle osseuse. (D’après Rickert 2013) 
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qui induit la répression de la transcription de gènes de proliférations cellulaires. Les IP3 vont 

ensuite rapidement induire le relargage du calcium contenu dans le réticulum endoplasmique 

(Su & Jumaa 2003; Baba & Kurosaki 2016). Ce relargage de calcium en intra-cellulaire induit 

la phosphorylation des facteurs de transcription NFAT, par le complexe 

calmodulin/calcineurin, qui active des gènes pro-différenciation permettant le réarrangement 

des IgL. L’importance des facteurs NFAT est mise en exergue par le modèle murin transgénique 

délété pour NFATc1 qui présente des défauts sévères pour la différenciation B (Giampaolo et 

al. 2019). L’ensemble de la signalisation médiée par BLNK est donc crucial dans la régulation 

fine de la signalisation permise par le pré-BCR.  

Enfin, l’activation du pré-BCR implique également la voie ERK/MAPK. Celle-ci est 

associée à la répression de la prolifération cellulaire et l’avancée dans la différenciation B 

(Figure 35). En effet, les modèles murins de délétion inductible pour Erk1 et Erk2 présentent 

un blocage de la différenciation au stade pré-BII précoce (Yasuda et al. 2008). L’action de la 

voie ERK/MAPK semble se combiner à celle de BLNK dans un second temps après l’activation 

du pré-BCR. Elle passe par la répression de la transcription de cyclines telle que Ccnd3 ainsi 

que par l’augmentation de l’activité du facteur de transcription pro-différenciation E2A 

(Mandal et al. 2009). Le rôle de la voie ERK dans l’avancée de la différenciation au stade pré-

Figure 35 : Schéma des axes de signalisation indépendants et conjoints en aval du pré-BCR et 

du récepteur CXCR4. (D’après McLean & Mandal 2020).  
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BII tardif est souligné par son action antagoniste avec les voies de signalisation JAK3/STAT5 

et PI3K/AKT/mTOR. En effet, ERK est décrit comme phosphorylant Foxo1 pour induire sa 

translocation dans le noyau (Asada et al. 2007) alors que AKT le cible pour induire sa 

dégradation. Aussi, STAT5 et les facteurs de transcription pro-différenciation compétitionnent 

pour les mêmes cibles transcriptionnelles mais les régulent de manière opposée (Katerndahl et 

al. 2017), ce qui souligne la nécessité de la répression de STAT5 pour l’avancée dans la 

lymphopoïèse. L’activité de la voie ERK/MAPK est aussi reportée dans les cellules pré-BII 

tardives, ce qui suggère qu’une autre signalisation permet son maintien après la fin du signal 

induit par le pré-BCR. Ces observations ont conduit à la découverte récente de l’implication du 

récepteur CXCR4 dans la différenciation B.   

II.2.D.c Signalisation moléculaire induite par le Cxcr4 : 

1) Signal de différenciation cellulaire 

Le récepteur CXCR4 a pour ligand la chimiokine CXCL12. Il est décrit comme régulant 

la mobilisation des cellules hématopoïétiques de la moelle osseuse vers les autres tissus. Il est 

exprimé du stade pré-proB au stade immature-B mais possède un plateau d’expression chez les 

cellules pré-BII tardives. Cette hausse d’expression semble être en partie dépendante du facteur 

de transcription IRF4, dont l’activité transcriptionnelle est initiée par le pré-BCR comme vu 

précédemment. Son action première consiste à supporter la signalisation d’inhibition de la 

prolifération et d’induction de la différenciation induite par le pré-BCR. En effet, CXCR4 active 

la voie ERK/MAPK, permettant la persistance du signal après l’internalisation du pré-BCR 

(Figure 35). Le modèle murin délété pour le récepteur CXCR4 dans la lymphopoïèse B présente 

un arrêt de la différenciation au stade pré-BII précoce. De plus, l’activation de CXCR4 est 

décrite comme augmentant l’accessibilité de la chromatine au niveau des locus de facteurs de 

transcription pro-différenciation tels que IRF4, IRF8, E2A, SPIB, FOXO1 et PAX5 ; tout en 

diminuant l’accessibilité au locus de STAT5 et MYC (Mandal et al. 2019). A partir du stade 

pré-BII tardif, la signalisation ERK/MAPK est décrite comme induisant un signal pro-survie 

par l’intermédiaire du facteur de transcription NFKB (Derudder et al. 2009). Celui-ci réprime 

des cibles pro-apoptotiques telles que BIM et BAD. Ce signal pro-survie est nécessaire chez les 

cellules pre-BII tardives au moment où elles initient le réarrangement de leur IgL, mécanisme 

accompagné de l’induction de dommages à l’ADN lors des recombinaisons.  
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2) Rôle de la niche hématopoïétique pour la disponibilité des ligands 

Il est important de détailler ici que le niveau d’exposition des progéniteurs B au 

CXCL12 joue un rôle crucial dans leur maturation. En effet, dans la moelle osseuse, différentes 

niches impliquées dans la lymphopoïèse B coexistent. Ces niches se discriminent par la densité 

et la quantité de CXCL12 et d’Il7 qui s’y trouvent. Il a été récemment démontré qu’il existait 

une forte hétérogénéité parmi les cellules endothéliales de la niche périvasculaire pour 

l’expression du CXCL12 et de l’IL7 (Tikhonova et al. 2019). Il est possible de séparer des 

populations cellulaires de la niche exprimant plus ou moins fortement les gènes codant le 

CXCL12 et l’Il7. Notamment, ces résultats sont corroborés par des approches de ligation de 

proximité (PLA) de la répartition du CXCL12 dans la moelle osseuse. Elles indiquent une 

distribution ubiquitaire de CXCL12 combinée à des enrichissements très localisés autour de 

certains vaisseaux et au niveau de la niche endostéale (Kunz & Schroeder 2019). Mis ensemble, 

ces résultats indiquent qu’il existe dans la moelle osseuse différentes micro-niches secrétant de 

hautes concentrations de CXCL12 ou d’Il7 et qui sont impliquées dans la régulation des 

différents stades de la différenciation B (Figure 36). Ce changement de niche semble être permis 

par la haute capacité de migration des cellules pré-BII précoces. En effet les capacités de 

migration des cellules pro-B et pré-BI sont faibles comparativement aux cellules pré-BII et plus 

particulièrement aux cellules pré-BII précoces (Mandal et al. 2019).  

Figure 36 : Schéma de la niche hématopoïétique impliquée dans la lymphopoïèse B ainsi que 

des gradients d’Il7 et de Cxcl12. (D’après McLean & Mandal 2020).  
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II.2.E – Réseau de régulation transcriptionnelle de la différenciation B : 

II.2.E.a Séquentialité de la régulation de l’engagement B  

Conjointement à l'avancée dans la lymphopoïèse B, se met en place un réseau de 

régulation transcriptionnelle complexe. Ce réseau comporte de nombreux facteurs de 

transcription impliqués dans l’avancement de la maturation B, les réarrangements des 

immunoglobulines ainsi que la régulation de la prolifération cellulaire. Plusieurs facteurs de 

transcription sont démontrés comme nécessaires à la mise en place et l’engagement du lignage 

B. Il s’agit de E2A (Lazorchak et al. 2006), Ikaros (Ikzf1) (Georgopoulos et al. 1994), PU.1 

(Spi1) (Arinobu et al. 2007) et Erg (Ng et al. 2020). En effet, les modèles murins délétés pour 

ces gènes présentent des blocages dans la différenciation B dès le stade CLP /pré-pro-B. Ces 

facteurs de transcriptions sont nécessaires pour induire l’expression de EBF1 qui initie le 

passage des cellules au stade pré-proB (Figure 37). En effet, EBF1 est considéré comme le 

premier facteur de transcription spécifique du lignage B et est donc crucial pour l’engagement 

définitif dans le lignage B. Notamment, des approches rétrovirales de surexpression de EBF1 

dans des CSPHs ont montré que ce facteur était suffisant pour les engager définitivement dans 

le lignage B (Zhang et al. 2003). Il est intéressant de noter que malgré sa spécificité dans les 

cellules hématopoïétiques, EBF1 est retrouvé globalement exprimé dans les cellules de la niche 

hématopoïétique : Ostéo-CAR, Adipo-CAR, fibroblastes, cellules endothéliales des sinusoïdes 

ainsi que des artérioles (Baccin et al. 2020). En revanche, la combinatoire de facteur de 

transcription présente au stade pré-proB permet d’induire spécifiquement l’expression de 

PAX5, qui lui ne sera exprimé par aucun autre lignage cellulaire de la moelle osseuse. 

Figure 37 : Modèle multi-étapes de l’implication séquentielle des facteurs de transcription 

associés au développement B. (D’après  Nutt & Kee 2007) 
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II.2.E.b Rôle de PAX5 dans la lymphopoïèse B 

La régulation transcriptionnelle permise par Pax5 et Ebf1 conduit à l’engagement de 

manière stable et définitive au stade de différenciation pro-B (fraction B). En effet, il est reporté 

que PAX5 possède un rôle fortement répresseur pour les programmes transcriptionnels des 

autres lignages hématopoïétiques, permettant ainsi de maintenir et stabiliser l’engagement dans 

la différenciation B (Revilla-i-Domingo et al. 2012).  PAX5 est responsable de la répression de 

gènes favorisant la détermination d'autres lignages tels que Csf1r, Ramp1, Cd33 pour 

l’engagement myéloïde (Morrison et al. 1998) et Notch1 et Lck pour l’engagement 

lymphocytaire T (Souabni et al. 2002). Il est aussi reporté comme réprimant le programme 

transcriptionnel des progéniteurs immatures non engagés avec des exemples tels que Flt3 et 

Sca1 (Holmes et al. 2006). Dans un même temps, PAX5 induit l’activation transcriptionnelle 

de certains gènes cibles tels que Cd19 (Kozmik et al. 1992), CD79a et Blnk (Schebesta et al. 

2002), que l’on a vu précédemment comme critiques pour l’induction du signal depuis le pré-

BCR. 

 Il est intéressant de noter que l’expression et l’activité de PAX5 sont variables durant 

la différenciation B. Il est par exemple reporté que son expression est plus importante aux stades 

pré-BII et immature B comparativement aux stades pro-B et pré-BI (Mehtonen et al. 2020). Au 

stade pré-BII tardive, PAX5 participe à un réseau de facteurs de transcription comprenant SpiB, 

Aiolos, E2A, Ikaros, Lef1, IRF4, IRF8 et FOXO1 qui induit l’arrêt de la prolifération cellulaire 

et le réarrangement des IgL. Son implication dans ce réseau transcriptionnel est corroborée par 

des expériences de répression partielle de PAX5 par shRNA qui entraine un blocage de la 

différenciation au stade pré-BII précoce (Liu et al. 2014). De plus PAX5 réprime des gènes 

différents entre le stade pro-B et le stade mature B (Revilla-i-Domingo et al. 2012), où une 

baisse d’activité répressive est nécessaire pour l’expression de certains gènes importants dans 

la fonction des cellules matures.  Mis ensemble, ces observations suggèrent que PAX5 possède 

des actions répressives et activatrices variables selon le stade du développement B.  

Il semblerait que l’interaction de PAX5 avec les facteurs de transcription disponibles à 

chaque étape de la différenciation soit responsable de l’hétérogénéité de ses activités. 

Cependant, la diversité d’action de PAX5 incrimine aussi des mécanismes propres à la protéine 

que je vais détailler dans la suite de ce manuscrit. 



78 

 

II.2.E.c Structure moléculaire du facteur de transcription PAX5 

PAX5 est un facteur de transcription à « PAired boX domain ». Ce type de domaine de 

liaison à l’ADN est partagé par l’ensemble des 9 facteurs de cette famille (Pax1 à Pax9). 

D’autres domaines fonctionnels de la protéines PAX5 sont caractérisés. Ils incluent un signal 

de localisation nucléaire (NLS), un domaine octapeptide, un homéodomaine, ainsi qu’une 

région servant à la régulation transcriptionnelle (Figure 38). Cette dernière est séparée en un 

domaine de transactivation et d’inhibition transcriptionnelle. L’ensemble de ces domaines est 

fortement conservé entre l’Homme et la souris où l’on reporte un degré d’homologie supérieur 

à 95%. Le gène PAX5 est composé de 10 exons codant une protéine de 391 acides aminés 

(Homme et Souris). PAX5 est le seul facteur PAX exprimé dans le processus de différenciation 

hématopoïétique. 

Le domaine PAIRED est composé de 128 acides aminés capables de se lier à l’ADN. 

Plus précisément, l’analyse en cristallographie de ce domaine a démontré qu’il présentait une 

structure bipartite PAI et RED. Ces deux sous-domaines se différencient par la présence de 

deux feuillets beta en plus des 3 hélices alpha sur le domaine PAI comparativement au domaine 

RED. Chaque sous-domaine est capable d’interagir seul avec une séquence consensus d’ADN 

comme l’indique des expériences utilisant des protéines PAX5 tronquées pour le domaine 

PAIRED (Czerny et al. 1993). Bien que la séquence consensus minimale qu’ils reconnaissent 

est proche, le reste de la séquence reconnue peut être très diverse, ce qui aboutit à un motif 

d’interaction avec l’ADN largement dégénéré. C’est pourquoi, les sites de liaison de Pax5 sur 

l’ADN peuvent s'écarter considérablement de la séquence consensus. De plus, il est reporté que 

le domaine apparié PAI de Pax5 est suffisant pour induire la transcription (Nutt et al. 1998). 

Ces spécificités suggèrent que les domaines PAI et RED sont capables de réguler des ensembles 

Figure 38 : Schéma structurel de la protéine PAX5 et de ses différents domaines caractérisés. 

(D’après  Medvedovic et al. 2011) 
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de gènes différents. En effet, des exemples de régulations différentiels suivant la partie du motif 

lié à l’ADN d’un facteur de transcription sont par exemple décrit pour PU.1 (Taylor et al. 2022).  

II.2.E.d Cofacteurs de régulations de PAX5  

 Comme nous l’avons vu précédemment, PAX5 possède un rôle double permettant 

l’activation ou la répression de cibles transcriptionnelles. C’est le recrutement de protéines co-

activatrices ou co-inhibitrices qui permet à PAX5 de réguler différentiellement ses cibles. Ces 

recrutements sont dépendants des domaines non PAIRED, où certains sont plus associés à une 

activité de répression et d’autres d’activation transcriptionnelle (Figure 39). Des expériences de 

spectrométrie de masse démontrent que PAX5 recrute des complexes de remodelage de la 

chromatine, de méthylation, d’acétylation ou de déacétylation des histones ainsi que des 

composants du complexe d’initiation de la transcription (McManus et al. 2011). Le complexe 

d’histone transférase CBP/P300 semble notamment jouer un rôle important dans l’induction de 

l’expression des cibles transcriptionnelles de PAX5 (He et al. 2011). C’est aussi le cas du 

complexe Swi/Snf qui augmente l’accessibilité à la chromatine des cibles de PAX5 par l’action 

des protéines Brg1 (Barlev et al. 2003; McManus et al. 2011) et Brm (Gao et al. 2009). En ce 

qui concerne les co-facteurs responsables de la répression transcriptionnelle induite par PAX5, 

elles ne sont pas dépendantes des complexes polycombes de tri-methylation répressive de 

l’ADN (PRC2) mais utilise des mécanismes plus spécifiques passant par l’action des complexes 

nCoR1 et NurD/Mi-2b. En effet, NurD/Mi-2B est décrit comme ayant un rôle opposé à celui 

du complexe Swi/snf pour les cibles transcriptionnelles de PAX5. C’est notamment le cas pour 

certaines cibles canoniques de PAX5 tel que le Cd79a (Gao et al. 2009). Plus récemment, le 

rôle de Mi-2B dans la différenciation B a été adressé par l’équipe de Georgopoulos. Les 

résultats indiquent qu’en absence de Mi-2B, la différenciation B est bloquée au stade pré-BII 

précoce (Yoshida et al. 2019). Ce blocage précise l’action de complexe de Mi-2B qui d’une 

part permet la répression des gènes de différenciation non B et d’autre part coordonne 

l’activation des effecteurs des voies liées à la survie et à la prolifération cellulaire (Il7r et Pi3K 

Akt mTOR).  
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Figure 39 : Schéma des différents complexes de régulation transcriptionnelle recrutés par 

PAX5. Les noms de protéines grisés correspondent aux protéines identifiées par spectrométrie 

de masse et ceux en gras par immunoprécipitation. (D’après Medvedovic et al. 2011) 
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III/ Les Leucémies Aiguës Lymphoblastiques B  

III.1 - Informations cliniques de la pathologie 

III.1.A - Généralités 

Les leucémies aiguës lymphoblastiques (LAL) représentent le cancer pédiatrique le plus 

fréquent totalisant environ 25% de l’ensemble des cancers de l’enfant de moins de 15 ans. Elles 

peuvent soit atteindre le lignage des lymphocytes B (85%) soit celui des lymphocytes T (15%). 

Elles sont définies comme une pathologie multi-étapes, caractérisée par l’acquisition successive 

d’altérations génétiques. Ces altérations génétiques ont plusieurs conséquences, tout d’abord le 

blocage de la différenciation d’un progéniteur B suivi d’une prolifération incontrôlée des 

cellules. L’identité des premières altérations génétiques permet de définir le sous-type 

oncogénique de la leucémie. Malgré que les LAL arrivent dans plus de 80% des cas chez 

l’enfant de moins de 15 ans, cette pathologie est aussi rapportée chez l’adulte.  

L’incidence des LAL varie en fonction de l’âge (Figure 40). Deux pics d’incidence sont 

décrits, le premier se déroule entre 2 et 5 ans et le second débute après 50 ans. L’incidence 

globale des LAL-B n’a que peu variée ces dernières années avec entre 15 à 20 cas pour un 

million, correspondant à environ 800 à 900 cas par an en France. Les LAL-B sont traitées 

actuellement à l’aide d’une combinaison de chimiothérapies, des agents chimiques 

particulièrement efficaces pour éradiquer les cellules les plus prolifératives. Le schéma 

thérapeutique se décompose en une phase d’induction de 4 à 6 semaines avec des agents de 

chimiothérapie tels que la Vincristine, le Methotrexate, la Doxorubicine ainsi que des 

Figure 40 : Incidence globale des LAL en fonction de l’âge représentée en fréquence/100 000 

habitants. (D’après la database SEER)   
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Figure 41 : Evolution de la survie globale des enfants de moins de 15 ans atteints de LAL-B 

inclue dans des essais cliniques de 1962 à 2017. (D’après Inaba & Mullighan 2020) 

 

glucocorticoïdes comme la Dexaméthasone. Cette phase a pour objectif d’arriver à la rémission 

chez le patient, si celui-ci est répondeur au traitement. Cette polychimiothérapie peut être 

combinée à une allogreffe de CSHs, permettant ainsi de soutenir l’émergence d’une nouvelle 

hématopoïèse saine chez le patient, et compétitionnant avec les cellules leucémiques 

résiduelles. S’en suit une phase de consolidation s’étalant sur 6 à 8 mois afin de préserver la 

rémission obtenue par la thérapie en induction. Enfin, un traitement d’entretien de moindre 

intensité est utilisé jusqu’à 2 ans après le début du traitement.  

Il est important de spécifier qu’actuellement, la stratégie thérapeutique ne varie que peu 

en fonction du diagnostic moléculaire mais que l’âge du patient est pris en compte afin d’affiner 

la dose de polychimiothérapie. En effet, les patients âgés ont une tolérance plus faible que les 

patients pédiatriques face à la chimiothérapie et cela nécessite donc un ajustement de dose. 

Chez les patients pédiatriques, l’utilisation des fortes doses de polychimiothérapie a permis une 

augmentation considérable de la survie globale depuis le début des années 60. La survie globale 

dans les pays développés est passée de 10% en 1962, à plus de 90% en 2017 (Figure 41). 

Cependant, la polychimiothérapie est associé à une toxicité pouvant persister toute la vie de 

l’individu avec des effets secondaires tels que des anomalies endocriniennes, une cardiotoxicité, 

le développement de tumeurs malignes chimio-induites ainsi que des problèmes de fertilité. De 

plus, le pronostic de survie globale est plus péjoratif chez les patients âgés de plus de 40 ans, 

ou seulement 50% survivent après 5 ans (Roberts 2018). Cela est lié à leurs rechutes plus 

fréquentes qui concernent entre 40 et 75% des patients adultes selon les pays (Thomas et al. 

2004; Kantarjian et al. 2004; Rowe et al. 2005). 
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III.1.B – Caractérisation des LAL-B 

III.1.B.a Caractérisation phénotypique 

1) Identifier le stade développemental de la leucémie 

La caractérisation phénotypique des cellules leucémiques peut tout d’abord permettre 

de connaître le stade de différenciation dans lequel la cellule est bloquée. Pour cela, des 

approches de cytométrie en flux sont utilisées afin de quantifier les marqueurs CD19, CD22, 

CD20, CD34 et CD10 à la surface des cellules, ainsi que le CD79a, les IgH et IgL en intra-

cellulaire. En Europe, le consortium EGIL utilise ces marqueurs afin de classer les LAL-B en 

4 groupes : les pro-B ALL (CD34+, CD19+, CD79a+), les B-ALL communes (CD10+), les pré-

B ALL (cy) et les immatures/matures B-ALL (sIgH) (Bene et al. 1995). Il est important de 

noter ici que les appellations pour chaque stade de différenciation ne sont pas comparables à 

ceux définit plus tôt dans ce manuscrit. Les études ayant permis ces classifications n’étant pas 

actualisé au niveau des connaissances récentes du domaine (comparativement par exemple à 

l’étude de Nolan décrit plus tôt). En clinique, l’utilisation de ces marqueurs phénotypiques 

permet essentiellement de discriminer les leucémies aiguës lymphoïdes B, T et myéloïdes afin 

d’orienter le traitement. La classification EGIL des LAL-B n’est cependant pas utilisée en 

clinique pour préciser le traitement car ce niveau de phénotypage n’est que peu corrélé avec le 

pronostic des patients.  

Cependant, d’autres travaux réalisés par l’équipe de Nolan prouvent que les mécanismes 

moléculaires impliqués dans la différentiation B (pathologique) peuvent être corrélables avec 

le pronostique des patients. Pour cela, l’équipe a quantifié simultanément 35 protéines, incluant 

marqueurs de surface et protéines phosphorylées, sur une cohorte de patients de LAL-B (Good 

et al. 2018). Couplée à une approche de « machine learning », cette étude a permis de classer 

chaque leucémie dans son stade de différenciation le plus proche (Figure 42). Ce travail 

souligne notamment l’importance de la signalisation associée à l’externalisation du pré-BCR 

dans la leucémogenèse et la rechute de la pathologie. En effet, l’étude indique que la présence 

(1) de progéniteurs B avec une signalisation mTOR suractivée ou bien (2) de progéniteurs B 

avec une signalisation pré-BCR pro-différenciation non efficace est prédictive de la rechute dès 

le diagnostic. Ces résultats sont corroborés par d’autres études qui indiquent une plus haute 

susceptibilité à la transformation leucémique lors du switch de signalisation entre le signal 

JAK/STAT et du pré-BCR (Swaminathan et al. 2015).  Leur modèle se dénomme « prédicteur 

de rechute dépendant du développement » (DDPR) et se combine efficacement avec 
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l’évaluation des risques relative à la classification NCI Rome (Smith et al. 1996) ou à la 

quantification de la maladie minimale résiduelle (MRD).  

 

 

 

2) Identifier les marqueurs aberrants de la leucémie 

La caractérisation phénotypique peut aussi permettre de discriminer spécifiquement des 

cellules leucémiques des cellules normales. Ce type de stratégie est utilisé dans les approches 

de MRD afin de prédire la rechute. Cette approche a été utilisée à l’origine pour le suivi des 

patients sous rémission afin de détecter une potentielle résurgence de la leucémie. L’objectif 

d’un marquage de MRD n’est donc pas de replacer les cellules leucémiques dans le processus 

de différenciation normale, mais de discriminer les marqueurs qui sont les plus spécifiques du 

contexte pathologique. Pour cela, on identifie l’expression, le niveau d’expression, ou la co-

expression aberrante de marqueurs sur les cellules leucémiques. La MRD de la moelle osseuse 

est démontrée comme un bon marqueur prédictif de l’issue clinique des LAL-B pédiatriques 

(Borowitz et al. 2008) et adultes (Ravandi et al. 2016). En effet, de nombreuses études ont 

montré qu’un haut niveau de MRD à la fin de la thérapie d’induction et/ou de la phase de 

consolidation était associé à un risque plus élevé de développer une rechute à court ou long 

Figure 42 : Figure représentative de l’avancée dans la différenciation B permise par les 35 

marqueurs utilisés dans l’étude pour une moelle normale (Panel haut gauche) comparativement 

à 4 moelles de patients ayant développé une LAL-B (Panel haut droit). Stratégie de fenêtrage 

permettant de définir les différents stades de différentiation utilisé dans l’étude (Panel bas). 

(D’après Good et al. 2018)  
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terme (Saygin et al. 2022). Depuis ces études, la quantification de la MRD est utilisée dans la 

plupart des protocoles cliniques de traitement de LAL-B. Il est important de préciser que le 

suivi de marqueur phénotypique par cytométrie en flux n’est pas la seule stratégie utilisée afin 

de quantifier la MRD chez le patient. En effet, des marqueurs moléculaires sont également suivi 

tel que des gènes de fusion par RT-qPCR ainsi que les réarrangements IG/TR V(D)J par 

séquençage de nouvelle génération (NGS) (Saygin et al. 2022).   

En Europe, le consortium Euroflow s’est basé sur plusieurs études préexistantes afin de 

standardiser des panels d’anticorps permettant d’identifier la MRD (van Dongen et al. 2012; 

Theunissen et al. 2017). On y retrouve les anticorps reconnaissant les protéines CD24, CD123, 

CD21, CD81, CD58, CD73 et CD304. Il est intéressant de spécifier que les marqueurs 

discriminant la MRD sont des protéines d’immuno-modulations, des co-régulateurs de 

signalisation clés pour la différenciation B, des récepteurs permettant d’utiliser des cytokines 

non impliquées dans la différenciation B, ainsi que des protéines d’adhésion permettant 

l’indépendance des blastes avec la niche hématopoïétique. Le CD73 et le CD304 sont parmi les 

marqueurs phénotypiques les plus différentiellement exprimés de façon stable avec les 

progéniteurs B normaux, aussi appelés hématogones, (20% et 40% respectivement). Le CD73, 

aussi connu sous le nom de NT5E, est une protéine membranaire permettant d’avoir une activité 

nucléotidase à l’extérieur de la cellule. Le CD304 correspond à la Neuropilin1 et a été incriminé 

dans les mécanismes de migration des cellules hématopoïétiques. Toutes deux sont 

normalement exprimées dans les cellules B recirculantes matures et sont démontrées comme 

participant aux mécanismes d’échappement immunitaire par l’inhibition des molécules des 

points de contrôles immunitaires (Beavis et al. 2012; Chuckran et al. 2020). Le CD81 est une 

tetraspanin abondamment exprimée dans l’ensemble des progéniteurs B mais qui se retrouve à 

un niveau anormalement bas dans plus de 80% des LAL-B (Barrena et al. 2005). Elle semble 

jouer un rôle important dans la signalisation du pre-BCR / BCR de par son interaction avec le 

CD19 et leurs actions conjointes dans l’amplification du signal pro-différentiation (Levy 2014). 

Le CD123 ou IL3RA est normalement exprimé chez les cellules dendritiques mais se retrouve 

surexprimé dans plusieurs sous type oncogénique de LAL-B dont les LAL-B hyperdiploïdes 

(Djokic et al. 2009).  

Ce dernier exemple met en évidence que les marqueurs de la MRD peuvent être associés 

avec des sous types oncogéniques particuliers, donnant par la même occasion des indices sur 

les voies moléculaires dérégulées dans ces LAL-B et sur l’action de leurs oncogènes. 
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Figure 43 : Distribution des différents sous types oncogéniques des LAL-B en fonction de l’âge 

des patients (Panel haut). Représentation du nombre de SNV par mégabase, de la signature 

COSMC associée, ainsi que du nombre d’altérations associés à chaque sous type (Panel bas). 

(D’après Brady et al. 2022). 

III.1.B.b Caractérisation Moléculaire 

 La classification moléculaire des B-ALL débute par la découverte d’évènements de 

réarrangements ou de modifications chromosomiques dans les cellules leucémiques. En effet, 

75% des LAL-B de l’enfant présentent ce type d’altérations regroupant l’aneuploïdie (perte ou 

gain de matériel génétique) et les réarrangements chromosomiques (modification structurelle 

du matériel génétique). Ces évènements oncogéniques sont communément détectés par 

caryotypage (Pui et al. 1990; Secker-Walker et al. 1997) ou par technique d’hybridation de 

sondes fluorescentes in situ (FISH) (Markovic et al. 2000; Kolomietz et al. 2001). Plus 

récemment, l’utilisation d’approches en génome entier et en transcriptomique ont permis de 

préciser ces sous-types ainsi que de caractériser l’ensemble de l’hétérogénéité des altérations 

oncogéniques des LAL-B (Brady et al. 2022). Ces approches ont permis à ce jour de définir 23 

sous-types oncogéniques que je vais introduire par la suite de façon non exhaustive. Les sous-

types oncogéniques des LAL-B se différencient par (1) l’identité de la première altération, par 

(2) l’âge moyen des patients, par (3) la complexité du paysage mutationnelle et enfin par (4) le 

type de mécanisme moléculaire induisant l’altération (discriminé par une signature COSMIC 

spécifique) (Figure 43).  
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Hyperdiploïdes  

Il s’agit du sous-type oncogénique le plus fréquent, retrouvé dans plus de 30% des cas 

de LAL-B et majoritairement chez l’enfant  (Moorman et al. 2010). Lors de la division 

cellulaire, une mauvaise ségrégation des chromosomes peut aboutir à une séparation imparfaite 

du matériel génétique dans les deux cellules filles et donc à une accumulation anormale de 

chromosomes. Dans les LAL-B, il s’agit d’un gain non aléatoire concernant les chromosomes 

X, 4, 6, 10, 14, 17 et 21. Ce sous-type oncogénique est identifié spécifiquement comme ayant 

un index ADN de plus de 1,16 où les blastes possèdent un nombre de chromosomes totaux 

variant entre 51 et 67 (Williams et al. 1982). La forte hétérogénéité des évènements 

oncogéniques aboutissant à la pathologie dans les LAL-B hyperdiploïdes rend difficile la 

compréhension exacte de sa leucémogenèse. De plus, l’ensemble de ces gains de matériel ne 

semble pas tout à fait équivalent. En effet, bien que ce sous-type oncogénique soit de bon 

pronostic, une stratification des risques de rechutes selon le type de trisomie peut être réalisée 

(Schultz et al. 2007). Son bon pronostic s’explique en partie par la forte sensibilité de ce type 

de LAL face au méthotrexate. Il est démontré qu’une accumulation intracellulaire des 

métabolites de cette chimiothérapie est particulièrement prononcée dans les LAL 

hyperdiploïdes (Whitehead et al. 1992).  Cela semble être lié au haut niveau d’expression du 

transporteur SLC19A1 décrit comme capable d’importer le méthotrexate en intracellulaire 

(Wright et al. 2022). SLC19A1 se trouve sur le chromosome 21 qui est très régulièrement 

dupliqué. L’analyse récente des variants uniques de nucléotides (SNV) par analyse de génome 

entier (WGS) et d’exome entier (WES) a prouvé que la majorité des gains de chromosomes ont 

lieu très précocement et de façon synchronisée (84,6%). En effet, la signature mutationnelle 

induite par les UV est très peu présente dans ce sous type. De plus, l’identité et le nombre des 

SNV entre chaque triplet de chromosome sont similaires dans la majorité des cas (Brady et al. 

2022). Associées à des gains de chromosomes, les LAL-B hyperdiploïdes possèdent également 

une forte fréquence de mutations de la voie RAS/MAPK pour des gènes tels que NRAS, KRAS 

et PTPN11 (Jerchel et al. 2018).  

BCR-ABL 

Les translocations t(9;22)(q34;q11) ou BCR-ABL sont reportées dans des cas de 

leucémies aiguës myéloïdes (LAM) mais aussi de LAL-B. Elles sont dénommées LAL Ph+ et 

adviennent presque exclusivement chez le patient de plus de 40 ans. Elles sont associées très 

fréquemment à des délétions d’IKZF1 qui peuvent être potentiellement combinées à des 

délétions de PAX5. La protéine de fusion aboutit à une activité tyrosine kinase constitutive et 
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non contrôlée. Il est décrit que l’activité tyrosine kinase de BCR-ABL transduit fortement la 

signalisation JAK/STAT, responsable de la leucémogenèse. Les LAL-B Ph+ sont de mauvais 

pronostic car elles sont associées à un haut niveau de rechute et une faible réponse aux 

chimiothérapies. Il est aussi reporté que ces leucémies peuvent rechuter en LAM après 

traitement. Ce changement de lignage s’explique par le fait que la translocation BCR-ABL 

semble advenir directement dans une CSPH (Nagel et al. 2017). Corroborant ce constat, 

d’autres équipes ont montré chez des patients atteints de LAL-B Ph+, la translocation était 

présente dans des lignages non B (Nishiwaki et al. 2020). L’utilisation d’inhibiteurs de tyrosine 

kinase, tels que l’imatinib ou le dasatinib, combinée à une chimiothérapie conventionnelle a 

permis d’améliorer la survie des patients BCR-ABL (Schultz et al. 2014; Shen et al. 2020) 

ETV6-RUNX1 

Les translocations t(12;21)(p13;q22) ETV6-RUNX1 correspondent à un des sous-types 

oncogéniques le plus commun chez l’enfant. Il regroupe plus de 25% des cas recensés chez les 

patients de moins de 18 ans. Les LAL-B ETV6-RUNX1 sont de bon pronostic avec plus de 

80% de rémission à long terme (Forestier et al. 2008; Moorman et al. 2010). Les altérations 

secondaires les plus communément retrouvées dans ce sous-type oncogénique sont des 

délétions du second allèle de ETV6, d’un allèle de CDKN2A ou de PAX5. Des études indiquent 

que les altérations secondaires (principalement des délétions) des patients ETV6-RUNX1 

semblent liées à l’action d’ enzymes de recombinaison (Papaemmanuil et al. 2014). Elles 

corroborent l’hypothèse que la haute incidence de cette LAL-B chez l’enfant pourrait être liée 

à l’instabilité génomique induite dans la différenciation B normale par des enzymes telles que 

Rag1, Rag2 et AID. Les deux facteurs de transcription impliqués dans cette translocation sont 

des régulateurs essentiels pour le développement hématopoïétique. C’est pourquoi une 

translocation les concernant perturbe leur programme transcriptionnel et aboutit à la 

leucémogenèse. Le mode d’action de cette perturbation vient de la répression des gènes 

normalement activés par RUNX1 (Hiebert et al. 1996). Cette inversion d’activité suggère que 

la protéine de fusion, et notamment la partie ETV6, recrute des cofacteurs induisant l’inhibition 

des cibles de Runx1. Plus récemment, il a été démontré que ETV6-RUNX1 compétitionne avec 

la protéine RUNX1 endogène et induit la répression de gènes liés à la prolifération cellulaire. 

Cette répression conduit à un état de quiescence au sein des cellules possédant le premier 

évènement ETV6-RUNX1, jusqu’à l’acquisition d’une mutation secondaire pro-proliférative 

(Wray et al. 2022).  



89 

 

TCF3-PBX1 

Les translocations t(4;11)(q21;q23) TCF3-PBX1 représentent 5% des LAL-B 

pédiatriques et leur incidence baisse avec l’âge. Bien que les LAL-B TCF3-PBX1 ont 

initialement été considérées de pronostic intermédiaire, les derniers protocoles de 

polychimiothérapies combinées à l’allotransplantation de CSHs parviennent à des taux de 

rémissions complets de plus de 95% (Zhou et al. 2021). Les altérations oncogéniques 

secondaires associées à TCF3-PBX1 correspondent essentiellement à des délétions de 

CDKN2A et de PAX5. TCF3, aussi connu sous le nom de E2A est un facteur de transcription 

clé dans l’initiation et la progression du programme transcriptionnel B. Il est démontré que la 

translocation TCF3-PBX1 est capable d’interagir avec RUNX1 et des cofacteurs d’activation 

transcriptionnelle tel que MED1, afin d’induire un programme transcriptionnel leucémogène  

(Pi et al. 2020; Lee et al. 2021). Ce dernier correspond à l’activation de gènes impliquant la 

voie de signalisation pro-proliférative du pré-BCR (Geng et al. 2015). Ces gènes permettent la 

transduction d’un signal passant par les SRCs kinases ainsi que SYK afin d’activer un signal 

pro-prolifératif via la voie PI3K/AKT/mTOR. L’implication de SYK et des SRC kinases 

suggère que des thérapies ciblant spécifiquement ces kinases pourraient être utilisées comme 

alternative de traitement. Des études in vitro corroborent la sensibilité des LAL-B TCF3-PBX1 

dépendantes du pré-BCR face à ce type de thérapie (Köhrer et al. 2016).  

KMT2A 

Les translocations KMT2A (ou MLL), sont associées aux LAL les plus fréquentes du 

nouveau-né de moins de 1 an (>80%). Elles sont aussi retrouvées chez les patients adultes ou 

un second pic d’incidence est décrit après 50 ans (Britten et al. 2019). Elles sont de très mauvais 

pronostic et représentent donc actuellement un des plus gros challenges thérapeutiques des 

LAL-B. Elles sont caractérisées phénotypiquement par une absence du marqueur CD10 et la 

présence de marqueurs myéloïdes (Burmeister et al. 2009). Les translocations impliquant MLL 

sont aussi reportées dans les LAM. Malgré quelques mutations de la voie RAS/MAPK 

(Driessen et al. 2013) et de PAX5, les translocations MLL restent peu associées à d’autres 

altérations oncogéniques. Cela suggère que les translocations MLL pourraient, à elles seules, 

suffirent à induire la leucémie. La protéine MLL sert normalement de plateforme pour 

l’assemblage d’un complexe protéique permettant la méthylation (H3K4me3) et l’acétylation des 

histones. Ce complexe joue un rôle majeur dans la modification de l’environnement 

chromatinien permettant d’activer la transcription des gènes. Le recombinome de MLL est 

particulièrement complexe, avec plus d’une centaine de partenaires « in-frame » reportés 
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(Meyer et al. 2018). Les plus communs correspondent à la famille des protéines AF dont AF4, 

AF9 et AF10, qui sont nécessaires pour l’élongation de l’ARN et donc la transcription. C’est 

pourquoi les LAL-B MLL sont caractérisées par une modification profonde de leur épigénome 

(Krivtsov et al. 2008; Bernt et al. 2011) associée à une activation transcriptionnelle ectopique 

(Neff & Armstrong 2013).  

Ce sous-type oncogénique semble être relativement hétérogène entre les patients mais 

aussi au sein d’un même bulk leucémique. En effet, une hétérogénéité transcriptionnelle est 

décrite chez les patients où certains présentent une signature de progéniteurs B précoces (pré-

proB) et d’autre de progéniteurs plus avancés dans la différenciation (pré-B) (Brady et al. 2022). 

De plus, il est décrit que les chimiothérapies peuvent induire la sélection d’un phénotype plus 

immature ou myéloïde. Mis ensemble, ces résultats suggèrent que les translocations MLL sont 

capables d’induire une transformation leucémique dans différents stades de la différenciation 

hématopoïétique.  Au vu la précocité du développement leucémique, la question de la cellule 

d’origine des LAL-B MLL interroge depuis longtemps la communauté scientifique. 

Récemment, des travaux de l’équipe de Behjati indiquent que l’origine de la leucémie chez le 

nouveau-né proviendrait d’une cellule embryonnaire antérieure à la gastrulation et donc à la 

spécification hématopoïétique (Khabirova et al. 2022). Cette hypothèse est renforcée par la 

présence chez les nouveau-nés de la translocation dans les cellules hématopoïétiques 

n’appartenant pas au lignage B (Hotfilder et al. 2005) et également dans des cellules non-

hématopoïétiques (Menendez et al. 2009). Le développement de nouvelles thérapies dans ce 

sous-type oncogénique s’intéresse en particulier à cibler l’activité de méthylation et 

d’acétylation de la translocation. L’utilisation d'inhibiteurs de HDAC de classe I (Entinostat, 

Droxinostat et Mocetinostat) a notamment été démontrée comme inhibant spécifiquement 

l’action de MLL-AF4 tout en maintenant l’activité endogène de la protéine MLL normale in 

vitro (Ahmad et al. 2014).  

Phi-like 

Depuis 2016, la classification WHO des leucémies aiguës recense les LAL-B Ph-like 

comme une nouvelle entité à part entière, due à leur mauvais pronostic mais à leur bonne 

réponse face aux inhibiteurs de tyrosine kinase (ITKs) (Arber et al. 2016). Ce sous-type 

oncogénique a été défini non pas par la présence d’une altération génétique spécifique mais par 

la similitude de leur programme transcriptionnel avec les patients porteurs d’une translocation 

BCR-ABL (Den Boer et al. 2009; Mullighan et al. 2009). Il s’agit d’un sous-type oncogénique 

retrouvé chez 10% des sujets pédiatriques, chez 28% des sujets adultes et chez 20 % des sujets 
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âgés. Les altérations génétiques communément retrouvées dans ce sous-type sont des délétions 

de IKZF1 et/ou de PAX5, associées à des altérations ciblant des tyrosines kinases et des 

récepteurs cytokiniques activant la voie JAK/STAT. Parmi ces altérations de la voie 

JAK/STAT, différentes altérations sont recensées. Il s’agit tout d’abord des translocations de 

CRLF2 qui sont les plus fréquentes (50% des cas), viennent ensuite les translocations 

impliquant les kinases ABL (X%), et enfin des translocations d’autres récepteurs tyrosine 

kinase (PDGRA, FLT3 …). Il est aussi reporté que les patients transloqués pour CRLF2 

possèdent des mutations récurrentes du gène JAK2 (Harvey et al. 2010). Les patients atteints 

de LAL-B Ph-like sont sensibles aux ITKs comme le dasatinib, qui convertit leur profil 

d’expression génique vers celui d’un sous-type oncogénique de meilleur pronostic (Ding et al. 

2021).  

Autre sous-type oncogéniques rares 

D’autres sous-types oncogéniques moins fréquents sont également décrits telles que les 

translocations IGH-DUX4 qui sont souvent associées à des délétions de ERG. Les patients qui 

possèdent l’oncogène primaire TCF3-HLF sont reportés comme ayant une forte signalisation 

anti-apoptotique permise par BCL2 (Fischer et al. 2015), tandis que ceux qui possèdent 

l’altération MEF2D sont reportés comme ayant une expression élevée de GATA3 associé à des 

mutations retrouvés communément dans les LAL-T comme PHF6 (Ohki et al. 2019). Le sous-

type oncogénique impliquant des réarrangements du gène ZNF384 avec PBX1ou EP300 est peu 

caractérisé actuellement mais semble être de bon pronostic (Hirabayashi et al. 2017). Les 

hypodiploïdes sont de mauvais pronostic et sont caractérisés par une perte de chromosomes 

(Molina et al. 2021). On les sépare communément en trois groupes, les « high-hypodiploid B-

ALL » (40-44 chromosomes), les « low-hypodiploid » (30-39 chromosomes) et les « near-

haploid B-ALL » (24–29 chromosomes). Les mutations secondaires associées semblent 

différentes entre ces sous-groupes, avec notamment des mutations de la voie RAS pour les 

« near-haploid B-ALL » et des mutations de TP53 pour les « low-hypodiploid ». Enfin, deux 

equipes ont identifiées récemment un nouveau sous-type oncogénic de mauvais pronostique 

impliquant deux délétions locales. La première résulte en une translocation UBTF-ATXN7L3 

et la seconde permet le rapprochement d’enhancers du gène PAN3 des régions promotrices de 

CDX2, ce qui permet la surexpression de CDX2 (Kimura et al. 2022; Passet et al. 2022). De 

plus, la surexpression de Cdx2 dans des modèles trangéniques murins est reportée comme étant 

suffisante pour aboutir à la transformation en LAM (Vu et al. 2020). Certains patients ne 
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possèdent aucune altération primaire caractéristique connue et sont regroupés temporairement 

en tant que « other B-ALL ».  

Avec l’avancée des technologies de séquençage et la mise en commun de nombreux 

échantillons provenant de différents centres hospitaliers, des travaux ont permis une 

classification des sous-types oncogéniques de LAL-B basée sur leur programme 

transcriptionnel (Li et al. 2018; Gu et al. 2019). Les résultats démontrent que l’identité du 

premier événement oncogénique est suffisant pour définir le paysage transcriptionnel des LAL-

B (Figures 44). De plus, ces études indiquent que le pronostic péjoratif des LAL-B s’explique 

principalement par l’identité du sous-type oncogénique.  

 

 

 

Figure 44 : Réduction dimensionnelle en t-sne du RNA-seq de 1988 patients atteint de LAL-B 

(Panel haut). Courbe de survie sans évènement en fonction du sous type oncogénique pour les 

patients pédiatriques ou adultes (Panel bas). (D’après Gu et al. 2019) 
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Parmi les différents sous-types, je n’ai pas encore abordé celui des PAX5-alt qui fut 

définit principalement par son profil d’expression génique distinct. Il s’agit d’un sous type 

oncogénique ou les blastes ne sont porteurs d’aucune altération primaire précédemment 

évoquée, associé à des mutations et/ou translocation du gène PAX5. On considère qu’il s’agit 

d’altération « gain de fonction » de PAX5 qui ont pour particularité de posséder une incidence 

qui varie peu avec l’âge (Figures 43). Les altérations de PAX5 « perte de fonction », quant à 

elles, touchent l’intégralité des sous-types oncogéniques et correspondent essentiellement à des 

délétions. Mis ensemble, ces notions soulignent l’importance de l’altération du gène de PAX5 

dans les processus de leucémogenèse B. 

III.1.B.c Altérations génétiques de PAX5 dans les LAL-B 

Les altérations de PAX5 dans les LAL-B sont retrouvées dans approximativement 39% 

des cas de LAL-B (Mullighan et al. 2007; Familiades et al. 2009). Ces altérations peuvent être 

de différents types, elles regroupent des délétions qui sont les plus fréquentes (29,7%), mais 

aussi des mutations (7,2%) et enfin plus rarement des translocations (2%). La nature de ces 

altérations est directement liée à (1) leur précocité d’acquisition dans la leucémogenèse et (2) 

leur impact sur la fonction du gène. En effet, les délétions entrainent des pertes de fonction de 

PAX5 et sont décrites comme des évènements secondaires dans le développement leucémique. 

Cette hypothèse est corroborée par le fait que les délétions sont toujours associées à la présence 

d’autres anomalies primaires telles que les translocations BCR-ABL et TCF3-PBX1 

(Familiades et al. 2009).  

Les mutations de PAX5 entrainant des pertes ou des gains de fonction sont décrites 

comme étant des évènements secondaires ou initiateurs, respectivement (Figure 45). En effet, 

dépendamment de la région génique touchée par la mutation, la conséquence sur la 

fonctionnalité de la protéine diverge. Il est admis que les mutations affectant la moitié N-

terminale de PAX5 sont des altérations initiatrices. Elles comprennent notamment la mutation 

P80R définit récemment comme un nouveau sous-type oncogénique des LAL-B (Passet et al. 

2019). Les mutations affectant la moitié C-ter de PAX5 sont, quant à elles, considérées comme 

des pertes de fonction car elles aboutissent souvent à des « frameshifts » entrainant la formation 

d’une protéine tronquée. Elles peuvent aussi empêcher l’activité transcriptionnelle de la 

protéine en affectant les domaines de transactivations ou de translocation nucléaire (Fazio et al. 

2011).   
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 Enfin, les translocations de PAX5 sont des évènements initiateurs de la leucémie 

pouvant impliquer une grande diversité de partenaires de fusion (Figure 45). Actuellement, plus 

de 50 réarrangements impliquant PAX5 ont été décrits dont une vingtaine sont capables de 

former une protéine de fusion. Parmi ses partenaires, il est reporté des gènes codant des 

protéines aux fonctions diverses telles que des facteurs de transcriptions (ETV6, FOXP1, 

ZNF521, MLLT3, PML, SOX5) (Cazzaniga et al. 2001; Mullighan et al. 2008; Lee et al. 2012; 

Fazio et al. 2015), des protéines structurales (ELN, POM121) (Bousquet et al. 2007; Nebral et 

al. 2009), des kinases (JAK2) (Nebral et al. 2009), des ubiquitines ligases régulatrices du cycle 

cellulaire (CHFR) (Fazio et al. 2015) ou bien encore des protéines aux fonctions inconnues 

(C20orf112, AUTS2) (Kawamata et al. 2008; Coyaud et al. 2010). La grande diversité des 

partenaires de fusion suggère que l’aspect « gain de fonction » est lié à PAX5 et non aux 

différents partenaires. Corroborant cette hypothèse, toutes les protéines de fusion impliquant 

PAX5 sont capables de se localiser dans le noyau et de se lier à l’ADN. En effet, les deux 

principales régions « hotspots » décrites comme point de cassure sur le gène PAX5 se situent 

après l’exon 5 et 7, préservant ainsi le domaine de liaison à l’ADN. De plus, le programme 

transcriptionnel des patients transloqués pour PAX5 est relativement homogène 

comparativement aux autres sous-types oncogéniques, confortant aussi une similarité d’action. 

Cependant, la diversité des partenaires de fusion rend la compréhension de l’impact de chaque 

translocation dans la leucémogenèse complexe.  

Figure 45 : Schémas représentatifs des mutations du gène PAX5 et de leur conséquence sur la 

séquence d’acides d’aminés de la protéine (Panel haut). Schéma représentatif des principales 

translocations du gène PAX5 et de ses différents partenaires de fusions (Panel bas). 
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III.2 Modèles murins de leucémogenèse B 

III.2.A Etude des voies moléculaires impliquées dans la leucémogenèse 

Comme nous l’avons vu jusqu’à maintenant, les défauts entrainant la leucémogenèse 

concernent les altérations de facteurs de transcription clés pour le lignage B ainsi que des 

altérations des voies de signalisation RAS/MAPK, du pré-BCR ou JAK/STAT. Chaque sous-

type oncogénique utilise une combinaison spécifique de mutations aboutissant à la 

transformation (Figue 46). Il est intéressant de notifier que les altérations dérégulant la voie 

RAS-MAPK correspondent exclusivement à des évènements secondaires. La voie JAK/STAT, 

quant à elle, peut être altérée par des évènements primaires (Ph+, CRLF2-X) comme 

secondaires (JAK3, JAK2, IL7R). Les altérations des facteurs d’identité B peuvent concerner 

eux aussi des évènements primaires (PAX5-alt, TCF3-PBX1, ETV6-RUNX1…) et secondaires 

(délétions de PAX5, ETV6, IKZF1…). Ces délétions indiquent que la dose de facteur de 

transcription permettant de stabiliser l’identité du lignage B joue un rôle majeur dans la 

transformation. En effet, il est reporté dans des modèles murins que la combinaison de différents 

oncogènes primaires (TCF3-PBX1, BCR-ABL, ETV6-RUNX1) avec la perte d’une dose de 

PAX5 (PAX5+/-) collabore pour induire la transformation leucémique (Duque-Afonso et al. 

2015; Martín-Lorenzo et al. 2018; Rodríguez-Hernández et al. 2021). Cependant, bien qu’il 

s’agisse chez l’Homme d’évènements secondaires, les délétions de PAX5, EBF1 ou IKZF1 

induisent une instabilité oncogénique associée à une susceptibilité à développer la leucémie. En 

effet, une étude récente montre que les souris PAX5+/- EBF1+/- développent efficacement des 

LAL-B. Cette transformation s’explique par une baisse d’expression des gènes de la 

signalisation du pré-BCR combinée à une augmentation de Myc et de la voie de signalisation 

en aval de l’IL7R dans les progéniteurs B (Ramamoorthy et al. 2020). Dans le cas des délétions 

de IKZF1, il est reporté que le stade pré-BII précoce est enrichi en activité leucémogénique, car 

ce stade de la différenciation possède un potentiel important pour la reprogrammation d’une 

signature épithéliale-souche like (Hu et al. 2016). 

 

 

 

 

 



96 

 

 

 

 

L’étude de la leucémogenèse B a aussi été permise par l’étude non pas de l’action d’un 

oncogène primaire spécifique ou de facteur de transcription, mais d’altération de voie de 

signalisation. La voie JAK/STAT est décrite comme leucémogénique dans la différenciation B 

(Malin, McManus & Busslinger 2010; Katerndahl et al. 2017). Les modèles murins 

constitutivement activés pour STAT5 (STAT5-CA) peuvent développer des LAL-B (Burchill 

et al. 2003). De plus, les modèles murins de mastocytoses dans lesquels le récepteur kit est 

constitutivement activé développent des LAL-B, associées à une suractivation de la voie 

JAK/STAT (Weidemann et al. 2017). Des situations de collaboration leucémogène sont décrites 

avec la voie JAK-STAT. Notamment, l’utilisation du modèle murin STAT5-CA combiné à un 

signal inefficient du pré-BCR (Blnk-/-, Nfkb-/-…) permet d’induire systématiquement la 

transformation leucémique (Katerndahl et al. 2017). De façon comparable, l’activation de 

STAT5-CA associée à une diminution de PAX5 et/ou EBF permet une transformation 

leucémique rapide (Heltemes-Harris et al. 2011; Liu et al. 2014). Les modèles murins 

constitutivement activés pour STAT5 semblent donc se rapprocher des mécanismes de 

transformation leucémique observés dans les sous-types oncogéniques Ph+ et Ph-like+.   

 

Figure 46 : Répartition des altérations secondaires au sein des différents sous-types 

oncogéniques des LAL-B. Les altérations sont regroupées suivant les différentes voies 

moléculaires impactées. (D’après Brady et al. 2022) 
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III.2.B – Etude de l’hétérogénéité intra-tumorale 

 Il est reporté dans différentes études qu’il existe une hétérogénéité de quiescence 

cellulaire au sein des cellules leucémiques de LAL-B. Cette quiescence cellulaire est corrélée 

à la résistance aux traitements et associée à la rechute. En effet, des expériences de 

transplantation de LAL-B dans des souris immuno-déficientes à l’aide d’approche CFSE ont 

montré que les cellules de LAL-B les plus quiescentes sont comparables fonctionnellement et 

transcriptionnellement aux cellules leucémiques de la MRD (Ebinger et al. 2016). Les auteurs 

ont aussi discriminé que la quiescence cellulaire des blastes était dépendante de l’interaction 

avec le micro-environnement. Cette notion est soulignée par des approches in vitro de 

modélisation de niche hématopoïétique (Ma, Witkowski, et al. 2020).  Des conditions de co-

culture ont permis aux auteurs de discriminer que certaines cellules leucémiques utilisaient des 

interactions spécifiques de la niche (CXCR4 et VLA4) afin d’induire un programme de 

quiescence.  De plus, des approches in vivo indiquent que les blastes de LAL-B se nichant 

auprès de cellules adipocytaires survivent plus efficacement aux traitements, par l’induction 

d’un état de quiescence (Heydt et al. 2021).  

Les approches de séquençage à l’échelle unique (Sc RNA-seq) représentent des outils 

particulièrement puissants pour étudier l’hétérogénéité intra-tumorale. Récemment, ce type 

d’approche a été utilisée pour comparer des blastes de LAL-B au moment du diagnostic, de la 

phase résiduelle suivant le traitement (MRD) et de la rechute (Zhang, Wang, et al. 2022). Leurs 

résultats indiquent que la signalisation de l’hypoxie joue un rôle majeur dans la résistance des 

cellules de la MRD. De plus ils démontrent que les chimiothérapies associées à des inhibiteurs 

de HIF représentent une potentielle alternative thérapeutique. La transplantation de LAL-B 

dans des souris immunodéficientes traitées avec des chimiothérapies permets de modéliser la 

rechute chez la souris. Ces modèles ont mis en évidence que la diversité des cellules au niveau 

transcriptionnelle et non génétique était homogénéisé après traitement (Turati et al. 2021). Les 

auteurs soulignent que l’absence d’une activité transcriptionnelle pro-proliférative induite par 

les facteurs de transcription MYC et E2F est caractéristique des cellules résistantes. Enfin, 

l’utilisation de xénogreffe de LAL-B en LDA à grande échelle a permis à l’équipe de John Dick 

d’identifier des sous clones leucémiques à l’origine de la rechute. Le séquençage en exome 

complet des xénogreffes obtenues à partir d’échantillon de mêmes patients au diagnostic et à la 

rechute, ont discriminé des clones au diagnostic similaires à ceux retrouvés à la rechute (Dobson 

et al. 2020). Ces clones initiateurs de la rechute (dRI) présentent une perte de signature 

transcriptionnelle d’identité B combiné à un gain de signature de CSHs.  
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 Mis ensemble, ces notions soulignent l’importance de la prise en compte de 

l’hétérogénéité intra-tumorale pour expliquer la réponse au traitement et les mécanismes liés 

aux phénomènes de résistances. Cependant, ces approches ne considèrent pas l’hétérogénéité 

génétique qui existe potentiellement dans la masse leucémique. Pour développer cette notion je 

vais par la suite introduire le concept de cellule initiatrice de la leucémie. 

 

III.3- A la recherche des cellules initiatrices des LAL-B 

III.3.A – Le concept de la cellule souche leucémique  

Dans les LAM, la transplantation de sous-populations de blastes dans des souris 

immunodéficientes a démontré qu’il existait une hétérogénéité fonctionnelle des cellules 

leucémiques au sein de la masse tumorale (Lapidot et al. 1994). En effet, les cellules 

leucémiques sont hétérogènes pour leur capacité à greffer et à induire la leucémie après 

transplantation (Bonnet & Dick 1997). Ces observations se rapprochent ainsi du modèle 

hiérarchique de l’hématopoïèse normale, où une CSH génère à elle seule l’ensemble de son 

tissu. Historiquement, le concept des cellules souches leucémiques (CSLs) repose donc sur 

l’idée que les cellules leucémiques sont fonctionnellement hétérogènes, suivant un modèle 

hiérarchique où seule une population de CSLs est capable d’initier et de maintenir à long terme 

la leucémie. Dans les LAM, les CSLs se rapprochent phénotypiquement des CSHs normales 

(CD34+ CD38-), suggérant que les altérations oncogéniques surviennent directement dans les 

cellules les plus souches.  

L’application du concept des CSLs dans les LAL-B indique que l’initiation leucémique 

peut toucher des progéniteurs déjà commis dans la différenciation B. En effet, des expériences 

de transplantation ont démontré que les cellules leucémiques CD19 positives sont capables de 

générer la leucémie (Castor et al. 2005; Kong et al. 2008). L’identification des CSLs sur des 

critères phénotypiques reste cependant controversé, au vu de la plasticité phénotypique et 

fonctionnelle des cellules blastiques. En effet, des expériences de transplantation de blastes 

séparant les compartiments CD34+CD38-, CD34+Cd38+, CD34-CD38+ mais aussi CD19+ et 

CD19- indiquent que tous les compartiments sont capables de générer l’ensemble de 

l’hétérogénéité phénotypique de départ (Lang et al. 2017; Jiang et al. 2016). Les cellules 

leucémiques ne semblent donc plus suivre l’évolution normale de l’expression des marqueurs 

liés à la différenciation. C’est pourquoi il a fallu utiliser d’autres marqueurs d’hétérogénéités 

telles que les altérations génétiques. 
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III.3.B - Diversité clonale des LAL-B : Approche génétique  

 Avec l’avancée des technologies de séquençage, il a été possible de comparer les profils 

mutationnels de mêmes patients au diagnostic et à la rechute. Ces analyses démontrent que 

différentes situations d’évolution et de sélection clonales peuvent expliquer la rechute 

(Mullighan et al. 2008). Elles peuvent être induite (1) par le même clone que celui retrouvé au 

diagnostic, (2) par l’évolution clonale du blaste majoritaire retrouvé au diagnostic, (3) par un 

nouveau clone indépendant et enfin (4) par un clone minoritaire, dilué dans la masse tumorale 

et possédant une histoire mutationnelle moins complexe (Figure 47). Dans environ la moitié 

des cas (52%), le clone à l’origine de la rechute est celui qui possède une combinatoire 

mutationnelle plus simple que celle retrouvée majoritairement au diagnostic. Ces observations 

indiquent que dans la majorité des cas, les cellules leucémiques de la rechute n’ont pas évolué 

à partir de cellules de la masse tumorale, mais à partir d’un clone qui présente un nombre plus 

restreint d’altérations génétiques. Dans l’ensemble, bien que les rechutes puissent donc être 

produites par un clone prédominant du diagnostic, la majorité d’entre elles proviennent d’un 

clone minoritaire préexistant et hautement dilué dans la masse tumorale ou de l’évolution d’un 

clone ancestral pré-leucémique.  

III.3.C - Identification de cellules pré-leucémiques chez l’homme 

L’observation d’un état pré-leucémique chez l’homme vient de l’étude de cas clinique 

rare de jumelles monochorioniques. Après leur naissance, une des deux jumelles développa la 

leucémie. L’analyse moléculaire de leur test Guthrie démontra que les deux jumelles étaient 

porteuses de la même translocation ETV6-RUNX1 à la naissance. Cependant, seule la jumelle 

leucémique possédait une délétion du second allèle de ETV6 (Hong et al. 2008). Ils identifièrent 

Figure 47 : Evolution de la survie globale des enfants de moins de 15 ans atteints de LAL-B 

inclue dans des essais cliniques de 1968 à 2009. (D’après Waanders et al. 2020)  
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chez la jumelle saine la présence d’une population anormale de cellules CD34+ CD38- CD19+, 

capables de s’auto-renouveler de façon aberrante. Cette étude permis de valider l’existence des 

pré-CSLs chez le patient et de les placer au sommet de la hiérarchie leucémique. Elle révèle 

qu’une translocation chromosomique, en particulier ETV6-RUNX1, peut être détectée dans les 

cellules sanguines avant la naissance, plusieurs années avant le développement de la maladie. 

Ceci indique que les pré-CSLs contiennent l’altération génétique fondatrice (i.e. la translocation 

ETV6-RUNX1) mais qui n’est pas suffisante pour induire la leucémie à elle seule. Plus tard dans 

la vie, c’est l’acquisition d’évènements coopérateurs (i.e. la délétion de ETV6) qui conduira à 

la transformation tumorale. L’utilisation de technique de FISH chez des patients leucémiques 

ETV6-RUNX1 a confirmé la présence de cellules comportant uniquement la translocation 

initiale (Anderson et al. 2011). Ces résultats confirment que les pré-CSLs persistent chez le 

patient au stade leucémique mais sont extrêmement diluées dans la masse tumorale.  

Les résultats obtenus sur les jumelles monochorioniques ont motivé différentes équipes 

à analyser la fréquence d’altérations oncogéniques récurrentes ayant lieu in utero. L’étude de 

sang de cordon de cohorte de plusieurs centaines de nouveau-nés pour les translocations ETV6-

RUNX1 indique qu’entre 1 et 2% (Zuna et al. 2011) des enfants sains sont positifs. Des travaux 

similaires pour les translocation TCF3-PBX1 rapportent qu’environ 0,6% des nouveau-nés sont 

porteurs de l’altération (Hein et al. 2019). Ces proportions étant bien supérieures au taux 

d’incidence de ces leucémies, ces résultats indiquent que certains évènements oncogéniques 

adviennent fréquemment en pré-natal, mais n’aboutissent pas tous à une transformation 

leucémique. Pour l’équipe de Mel Greaves, l’incidence élevée des LAL-B chez l’enfant 

s’explique directement par le fait que les évènements primaires adviennent in utero. La 

probabilité d’acquérir les mutations additionnelles serait ensuite dépendante de 

l’environnement de vie de l’individu où des conditions pro-inflammatoires représenteraient un 

facteur de risque important (Greaves 2018). Ces notions sont corroborées par l’utilisation de 

modèle de souris PAX5+/- qui une fois placée dans des environnements pro-inflammatoires vont 

développer la LAL-B beaucoup plus efficacement (Martín-Lorenzo et al. 2018). Certaines 

cytokines pro-inflammatoires telle que l’IL6 sont incriminées dans ce processus leucémogène 

(Isidro-Hernández et al. 2020). Ces résultats indiquent que les pré-CSLs ne sont pas toutes 

vouées à transformer et que leur susceptibilité à développer la leucémie est dépendante de leur 

environnement.  
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III.3.D – Définition du modèle multi-étape des LAL-B 

Le modèle de leucémogenèse des LAL-B résultant de ces études est le suivant : 

1) Une première altération génétique initiatrice permet de bloquer la différenciation B et/ou 

bien d’induire une susceptibilité à acquérir des mutations additionnelles (il s’agit des 

évènements dit de prédisposition génétique). Ces altérations génétiques sont présentes 

dans l’ensemble des cellules leucémiques. Comme nous l’avons vu, elles correspondent 

majoritairement à des translocations chromosomiques (ETV6-RUNX1, TCF3-PBX1, 

BCR-ABL, CRLF2-translocations, PAX5-tranlocations, KMT2A-translocations, IGH-

DUX4…) ainsi qu’à certaines mutations ponctuelles (P80R, IKZFN159Y) et spécifient 

l’identité du sous type oncogénique de la leucémie. Il est fortement suggéré que ces 

lésions initiatrices reprogramment des propriétés d’auto-renouvellement à des 

progéniteurs qui en sont normalement dépourvus. Ce gain fonctionnel jouerait un rôle 

important dans l’expansion initiale de la population pré-leucémique. La mise en place de 

cette population et sa maintenance jusqu’à l’acquisition des altérations secondaires 

correspond à l’étape d’initiation leucémique.  

 

2) Ensuite, l’accumulation d’altérations secondaires ciblant des gènes impliqués 

notamment dans la différenciation B, telles que les délétions de PAX5, ETV6 ou IKZF1 

déclenche la transformation leucémique. A cela s’ajoute des évènements secondaires 

altérant les processus de prolifération cellulaire. Ils peuvent cibler directement des 

régulateurs du cycle cellulaire telles que les délétions CDKN2A et CKDN2B, mais aussi 

des gènes codant pour des protéines de la voie de signalisation RAS (NRAS, KRAS, 

PTPN11) ou certaines kinases (JAK2/3) impliquées dans la transduction du signal de la 

voie JAK/STAT. Ainsi, les altérations secondaires coopérèrent avec l’altération primaire 

afin de développer la leucémie en rendant les cellules indépendantes de leur 

environnement, ce qui leur permet de proliférer de façon incontrôlée et de se propager 

hors de la moelle osseuse. 
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Figure 48 : Schéma du modèle de développement multi-étape de la leucémogenèse dans les 

LAL-B. (D’après Fregona et al. 2021) 
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CONTEXTE ET TRAVAUX DE THESE  

Une question importante est l’identification des cellules d’origine de la leucémie. La 

limite majeure pour leur identification chez l’Homme est leur extrême rareté au sein de la masse 

tumorale. Grâce à l’utilisation de modèles de souris transgéniques, plusieurs études indiquent 

que des oncogènes primaires peuvent convertir des progéniteurs hématopoïétiques engagés en 

pré-CSLs, en leur reprogrammant des propriétés aberrantes de cellules souches normales telles 

que la quiescence et la fonction d’auto-renouvellement (Duque-Afonso et al. 2015; Tremblay 

et al. 2018). Ces observations supportent l’idée que la reprogrammation de la propriété d’auto-

renouvellement par un oncogène primaire est une étape critique dans l’initiation leucémique et 

motivent le développement d’une stratégie ciblant les pré-CSLs. L’identification, la 

caractérisation des pré-CSLs ainsi que le développement de nouvelles thérapies ciblant ces 

cellules représentent donc un défi d’envergure en recherche fondamentale et translationnelle. 

C’est donc dans ce cadre que se sont inscrits mes travaux de master 2 puis de thèse au 

sein de l’équipe IDGAALD du Centre de Recherche en Cancérologie de Toulouse (CRCT). 

L’équipe s’intéresse depuis de nombreuses années à l’implication de facteurs de transcription 

dans la leucémogenèse, en particulier à celle de PAX5 dans les LAL-B (Familiades et al. 2009). 

En 2007, l’équipe a identifié une nouvelle translocation t(7 ;9)(q11 ;p13) récurrente impliquant 

PAX5 et le gène de l’élastine (ELN), chez des patients atteints de LAL-B (Bousquet et al. 2007). 

Nous nous sommes donc posé la question si la translocation PAX5-ELN, considérée comme un 

évènement oncogénique primaire, perturbait le développement B normal dans les étapes 

précoces de la maladie. En effet, les mécanismes cellulaires et moléculaires par lesquels PAX5-

ELN reprogramment les cellules B, perturbent leur fonction et induisent la transformation 

leucémique restaient à définir. 

Afin de déterminer le potentiel leucémique B de PAX5-ELN, l’équipe a développé un 

modèle de souris dans lequel la protéine de fusion PAX5-ELN est exprimée spécifiquement 

dans le lignage B. Ce modèle a été obtenu en insérant la séquence humaine de PAX5-ELN sous 

le contrôle du promoteur Eu des chaines lourdes des immunoglobulines. Les souris exprimant 

PAX5-ELN développent efficacement la LAL-B avec une pénétrance de 80% à 300 jours et 

une médiane de survie de 170 jours. De plus, les analyses moléculaires indiquent que les 

cellules leucémiques sont porteuses de mutations récurrentes affectant des gènes des voies de 

signalisation JAK/STAT ou RAS/MAPK. Un temps de latence de 3 mois est nécessaire avant 

l’apparition des premières leucémies et nous donne donc l’opportunité d’explorer la phase 

précoce de la maladie, avant que les cellules acquièrent des mutations secondaires. Durant mon 
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stage de master 2, j’ai contribué à la caractérisation de ce modèle en réalisant l’analyse 

transcriptomique des progéniteurs B pré-leucémiques. Mon travail a permis de démontrer que 

l’oncogène PAX5-ELN n’induisait pas d’effet dominant négatif sur l’activité de PAX5 

endogène. De plus, en comparant nos données avec celle de la littérature, j’ai discriminé une 

liste de gènes et de voies de signalisation potentiellement impliquées dans l’initiation 

leucémique. L’ensemble de ce travail a fait l’objet d’une publication dans le journal PNAS en 

octobre 2018 que je signe en 2ème auteur (Jamrog et al. 2018) et qui fait l’objet de l’Annexe 1 

de ce manuscrit.  

Dans l’ensemble, ce travail indique que le modèle de souris PAX5-ELN récapitule le 

développement multi-étapes de la LAL-B par l’acquisition d’événements oncogéniques 

secondaires et permet d’explorer les phases pré-leucémiques qui précèdent la transformation 

tumorale. En effet, ce modèle ouvre de nouvelles voies d’investigation pour déchiffrer et cibler 

les mécanismes cellulaires et moléculaires par lesquels un oncogène primaire, ici PAX5-ELN, 

convertit un progéniteur B normal en pré-CSLs. Dans ce contexte, mon travail principal de 

thèse a consisté, à l’aide de ce modèle, à définir les propriétés biologiques reprogrammées par 

PAX5-ELN au sein des pré-CSLs. Mes travaux indiquent que PAX5-ELN induit au stade pré-

leucémique l’émergence d’une population au phénotype aberrant, associée à la présence de 

cellules quiescentes. Les expériences fonctionnelles et moléculaires que j’ai réalisées pendant 

ma thèse montrent que ces cellules pré-leucémiques quiescentes : (i) sont dépourvues de 

mutations secondaires, (ii) sont bloquées dans la différenciation B associé à l’activation du 

marqueur Kit et de la voie de signalisation JAK/STAT, (iii) sont résistantes aux agents de 

chimiothérapies, (iv) réactive de façon partiel un programme de CSPHs et (v) sont le support 

de l’initiation et de la transformation leucémique. L’ensemble de mon étude indique donc que 

l’oncogène PAX5-ELN reprogramme des propriétés aberrantes de cellules souches à un 

progéniteur B au stade pré-leucémique, répondant fonctionnellement à la définition de pré-

CSLs. Ce travail fait actuellement l’objet d’un article soumis que je signe en 1er auteur, et que 

je vous présente dans la partie « résultats du travail de thèse » de ce manuscrit.  

En parallèle de ce travail expérimental, nous avons récemment publié une revue de la 

littérature dans le journal Cancers que je signe en 1er auteur (Fregona et al. 2021) et qui fait 

l’objet de l’Annexe 2 de ce manuscrit, dans laquelle nous exposons les concepts d’hétérogénéité 

et de plasticité des cellules leucémiques des patients. Nous discutons également de l’utilisation 

des modèles de souris transgéniques pour explorer les étapes précoces de la maladie et identifier 

les mécanismes qui conduisent à l’apparition des pré-CSLs. Enfin, nous décrivons les efforts 
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actuels visant à découvrir des stratégies thérapeutiques ciblant spécifiquement leurs propriétés 

aberrantes.  

Durant ma thèse, j’ai aussi été impliqué dans différents projets en cours de publication 

ou actuellement publiés. En effet, notre équipe s’interesse aux altérations germinales de PAX5 

et en particulier à l’altération PAX5-R38H chez les patients et de son implication dans le 

développement des LAL-B. Dans le cadre de cette étude j’ai réalisé l’analyse des données de 

transcriptomiques validant la perte de fonction de R38H. Ce travail a fait l’objet d’une 

publication dans le journal Blood que je signe en deuxième auteur (Duployez et al. 2021). J’ai 

aussi pris part à un projet prochainement publié qui s’intéresse au syndrome de déficience en 

GATA2. Il s’agit d’une pathologie où les patients possèdent des altérations germinales du gène 

GATA2. Ces patients développent des hémopathies myéloïdes (MDS/LAM familiales) de façon 

précoce (Donadieu et al. 2018). Une souris transgénique GATA2 R396Q a été mise en place au 

sein du laboratoire afin d’étudier finement cette pathologie. J’ai participé à l’élaboration du 

design expérimental de certaines expériences, à l’analyse des données Omics de cette étude 

(ATAC-seq et RNA-seq), ainsi qu’à la génération et l’analyse de coupe d’immunofluorescence 

de foie fœtal et de moelle osseuse de souris GATA2 R396Q. 
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Abstract 

The leukemic stem cell concept is well established in B-cell acute lymphoblastic leukemia (B-ALL). 

However, the question of how a primary oncogene reprograms stem cell-like properties in committed 

B-cells and leads to a pre-neoplastic population remains unclear. Here, we used the PAX5::ELN 

oncogenic model to demonstrate a causal link between the differentiation blockade, the self-renewal and 

the emergence of pre-leukemic stem cells (pre-LSCs). Through multi-parametric immunophenotyping, 

we show that PAX5::ELN oncoprotein disrupts the differentiation of pre-leukemic cells by enforcing 

the IL7r/JAK-STAT signaling pathway. This disruption is associated with the induction of rare and 

quiescent pre-LSCs that sustain the leukemia-initiating activity, as assessed using the H2B-GFP model. 

Integration of transcriptomic and chromatin accessibility data reveals that those quiescent pre-LSCs lose 

B-cell identity and reactivate an immature molecular program, reminiscent of human B-ALL chemo-

resistant cells. Finally, our transcriptional regulatory network (TNR) reveals the transcription factor 

EGR1 as a strong candidate to control the quiescence/resistance of PAX5::ELN pre-LSCs as well as of 

blasts from human B-ALL. Collectively, our study sheds new lights on the biological mechanisms 

underlying the cell-of-origin of leukemia.  

 

Running title 

PAX5::ELN reprograms B-cell progenitors into quiescent pre-leukemic stem cells. 

 

Keywords 

B-cell acute lymphoblastic leukemia; primary oncogenic event; pre-leukemic stem cells; oncogene-

induced reprogramming; cell quiescence; self-renewal; leukemia initiation. 
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Introduction 

Cell quiescence and self-renewal activity are distinctive characteristics of normal stem cells that 

are lost throughout the differentiation process. Nevertheless, it is established that molecular 

reprogramming occurring in cancer cells frequently leads to tumor dedifferentiation and the acquisition 

of stemness features (Bradner et al., 2017). This notion has been exploited to predict the clinical outcome 

of patients with solid cancers and hematological malignancies (Malta et al., 2018; Ng et al., 2016; Yan 

et al., 2020) and supports the idea that cellular plasticity, reprogramming and cancer resistance are 

tightly intertwined. Among hematological malignancies, B-ALL is defined as the most frequent 

pediatric cancer. Although current chemotherapy is efficient at reducing the tumor load by targeting 

proliferating and metabolically active leukemic cells, the disease relapse points to the presence of 

resistant cells that escape treatment (Inaba and Mullighan, 2020). Thus, the biological properties of the 

cell-of-origin of leukemia including sustained self-renewal activity, cell-quiescence and drug-resistance, 

can significantly affect leukemia treatment and should be considered in the search for new targeted 

therapies (Fregona et al., 2021).  

The evolution and the dynamic of subclones in B-ALL cells have been fully explored in several 

works through the comparison of the genetic landscape of paired diagnostic and relapse samples 

(Dobson et al., 2020; Mullighan et al., 2008; van Delft et al., 2011; Waanders et al., 2020). These studies 

predicted the existence of an ancestral clone of pre-leukemic stem cells (pre-LSCs) harboring a restricted 

number of genetic alterations, such as a founding chromosomal translocation, which is not yet 

transformed but at the apex of the clonal hierarchy. The notion of a multi-step process of B-ALL 

development have also been gained from studies exploring the leukemia initiation and progression in 

monochorionic twins (Greaves, 2018; Hong et al., 2008). These approaches demonstrated that a primary 

chromosomal translocation by itself does not have the capacity to induce the disease, but establishes a 

pre-leukemic sub-clonal compartment in blood cells many years before the leukemia onset. Recurrent 

chromosomal translocations have been described in B-ALL and lead to the expression of chimeric fusion 

proteins. These oncoproteins often harbor domains of transcription factors (e.g., ETV6::RUNX1, 

TCF3::PBX1, PAX5::ETV6, PAX5::ELN) (Coyaud et al., 2010; Familiades et al., 2009; Mullighan et 

al., 2007). For instance, the transcription factor PAX5, known to play an important role in the 

transcriptional regulatory networks of early B-cells, the definitive B-cell commitment and the plasticity 

of committed B-cells (Cobaleda et al., 2007a; Cobaleda et al., 2007b), was also shown to promote 

leukemogenesis once translocated in mouse models (Jamrog et al., 2018; Jurado et al., 2022; Smeenk et 

al., 2017). Thus, it is widely thought that recurrent chromosomal translocations can act as a first 

oncogenic event in the early steps of B-ALL initiation, though the precise mechanisms at play are yet 

ill-known.  

The development of transgenic mouse models with activated primary oncogenes not only helped 

to identify the oncogenic collaborators required for the leukemia development but also allowed to 

identify pre-LSCs in the early steps of the disease. Various studies using in vivo models demonstrated 

that, in both lymphoid and myeloid malignancies, a primary genetic alteration can confer stem cell-like 

properties to normal committed progenitors and convert them into self-renewing pre-LSCs (Cozzio et 

al., 2003; Gerby et al., 2014; Huntly et al., 2004; Krivtsov et al., 2006; McCormack et al., 2010; Wojiski 

et al., 2009). Other studies using T-ALL mouse models showed that pre-LSCs are resistant to 

chemotherapeutic agents because of their distinctive slow-division rate (Gerby et al., 2016; Tremblay et 

al., 2018). These findings support the view that self-renewal and cell quiescence are early and obligatory 

events in leukemia initiation, two specific features of the cell-of-origin, and differ from the propagating 

activity of fully transformed leukemic blasts. However, how a primary oncogene reprograms committed 

B-cell progenitors into pre-LSCs with altered self-renewal and survival properties remains to be fully 

explored (Fregona et al., 2021).  

To this end, we took advantage of a genetically engineered mouse model expressing the human 

PAX5::ELN fusion oncoprotein (Jamrog et al., 2018), recurrently identified in B-ALL patients 

(Bousquet et al., 2007). PAX5::ELN-expressing mice efficiently develop B-ALL, reproduce accurately 

the key features of leukemia development including secondary mutations acquired during the multi-step 

process of human B-ALL, and provides an unrestrictive and reproducible access to a pre-LSC population 

(Jamrog et al., 2018). Here, by combining genetic and functional assays, together with gene expression 

and chromatin accessibility profiling, we deciphered the biological mechanisms by which PAX5::ELN 

oncoprotein reprograms normal B-cell progenitors and leads to the emergence of quiescent pre-LSCs. 
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Moreover, our transcriptional regulatory network (TNR) strongly suggests that a set of transcription 

factors (TFs) to control pre-LSC reprogramming, including Egr1 that represents a primary candidate TF 

to regulate the quiescence/resistance of pre-LSCs and of leukemic cells from human B-ALL. 
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Results 

PAX5::ELN oncoprotein induces aberrant phenotype and function in pre-leukemic B-cells.  

Adult B-cell development is initiated in the bone marrow (BM) by the entry of hematopoietic 

progenitors into the B-cell lineage transcription program and the sequential rearrangement of 

immunoglobulin heavy (IgH) and light (IgL) chain loci through V(D)J recombination (Hardy et al., 

2000). Phenotypic characterization of the different B-cell subsets in mice using a combination of cell 

surface markers was established (Fig. S1 A) (Aurrand-Lions and Mancini, 2018). We previously 

developed a transgenic mouse model in which the human cDNA encoding the PAX5::ELN oncoprotein 

was inserted within the IgH locus to ensure an early and B-cell-restricted expression (Jamrog et al., 

2018). To determine whether PAX5::ELN oncoprotein perturbs the normal B-cell development at the 

pre-leukemic stage, we performed a multi-parametric staining by FACS covering exhaustively the steps 

of B-cell differentiation (Fig. S1 A and Table S1). Unsupervised clustering allowed the visualization of 

the natural phenotypic progression of B-cells throughout differentiation and showed that all the normal 

B-cell subpopulations are present in pre-leukemic PAX5::ELN (PEtg) mice, as compared to wild type 

(wt) littermates (Fig. 1 A, B and Fig. S1 B, C). However, an aberrant population of B-cell progenitors 

(aberrant-B) is present in the PEtg BMs (Fig. 1 A and B), featuring low expression of B220 (B220low) 

and inappropriate expression of Kit (CD117), IL7r (CD127), IgM and 5 (CD179b) (Fig. 1 C), and 

which is directly associated with the transgene expression (Fig. S1 D). Exploration of BP1, CD2, CD25 

(IL2r), and Ig markers revealed a phenotypic progression within the aberrant-B population that is 

reminiscent of normal B-cell differentiation (Fig. 1 A). Together, these results indicate that PAX5::ELN 

oncoprotein induces a partial blockade of differentiation associated with the emergence of an aberrant 

B-cell population in steady state condition. 

To explore the functional impact of PAX5::ELN oncoprotein on pre-leukemic B-cells, we 

performed serial transplantations of wt and PEtg pre-leukemic total B-cells (Fig. 1 D). Short-term 

reconstitution potential was assessed by analyzing the BM engraftment 2 weeks after transplantations 

in primary and secondary recipient mice. In contrast to normal B-cells that are devoid of self-renewal 

potential, pre-leukemic B-cells efficiently engrafted over primary and secondary recipients (Fig. 1 E). 

The phenotypic characterization of engrafted cells confirmed that this short-term self-renewal activity 

is associated with the selection and the expansion of the aberrant B-cell population (Fig. 1 F). Indeed, 

this phenotype was strongly stable over primary and secondary recipients (Fig. S1 E), as exemplified by 

the high level of Kit expression (Fig. 1 F). Moreover, tertiary transplantations of pre-leukemic B-cells 

eventually led to long-term B-ALL development in about 5 months (Fig. 1 G), which is the delay 

required to acquire the full pattern of transforming secondary mutations (Jamrog et al., 2018). Strikingly, 

fully transformed leukemic blasts from tertiary recipients exhibited a distinct phenotype (Fig. 1 F and 

Fig. S1 E) and were able to efficiently propagate B-ALL few days only after quaternary transplantations, 

even with low doses of injected cells (Fig. S1 F). Finally, Kit+ and Kit- B-cells from PEtg BMs were 

purified to compare their short-term engraftment capacity after transplantation in primary mice (Fig. S1 

G). We controlled that purified Kit+ cells from wt mice were devoid of engraftment potential, and that 

the aberrant self-renewal potential of PEtg B-cells was well enriched in the Kit+ compartment (Fig. 1 H). 

Moreover, we confirmed that only Kit+ pre-leukemic B-cells sustained the long-term B-ALL 

development after secondary transplantation (Fig. S1 G and Fig. 1 I). Together, our results suggest that 

PAX5::ELN oncoprotein converts Kit+ B-cell progenitors into pre-LSCs that have acquired de novo self-

renewing activity in the first steps of the disease. 

 

Pre-leukemic cells restricted in the cell-cycle are chemo-resistant and support leukemia initiating 

activity.  

Cell-cycle restriction is a critical feature of normal hematopoietic stem cells (HSCs) to preserve 

their self-renewal function (Wilson et al., 2008). We therefore hypothesized that cell quiescence could 

be a biological mark of pre-LSCs in the PEtg model. To test this hypothesis, we analysed Ki67 expression 

in the different B-cell subsets of wt and PEtg pre-leukemic mice in steady state condition (Fig. 2 A and 

Table S1). As expected, Ki67 expression followed the physiological proliferation rate of normal B-cell 

differentiation (Tomura et al., 2013) in wt and PEtg mice (Fig. 2 A, B and Fig. S2 A). Furthermore, non-

cycling Ki67- cells were detected within the aberrant PEtg B-cell population (Fig. 2 A, B and Fig. S2 A). 

Since cell-cycle restriction is also an important characteristic of treatment-resistant cells in B-ALL 

(Ebinger et al., 2016; Turati et al., 2021), we assessed the drug sensitivity of negative and positive Ki67 
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pre-leukemic cells to classical B-ALL chemotherapeutic agents. In vitro dose-responses of doxorubicin 

(DOXO), methotrexate (MTX) and vincristine (VCR) on the aberrant PEtg B-cell population suggested 

that Ki67- cells were less sensitive to the three chemotherapeutic agents than Ki67+ cells (Fig. 2 C and 

Fig S2 B).  

To further address the question of whether PAX5::ELN perturbs the cell-division kinetic of pre-

leukemic B-cells, wt and PEtg Kit+ B-cells were labelled with the cell trace violet (CTV) and cultured 

for 3 days (Fig. 2 D). This in vitro cell-division assay indicated that PAX5::ELN reduced the global 

proliferation rate of pre-leukemic cells and revealed the persistence of an undivided (D0) population 

(Fig. 2 E, F) that maintained the expression of Kit (Fig. S2 C). Next, we purified the slow-cycling (D0-

2) PEtg B-cells population, which represents less than 1% of total generated cells, and which are 

undetectable in CTV-labelled wt counterparts cultured in the same experimental conditions (Fig. 2 E, 

F). High-cycling (D8-9) cells from both wt and PEtg conditions were also purified as controls (Fig. 2 E). 

RNA-sequencing demonstrated the presence of PAX5::ELN fusion transcript in both D0-2 and D8-9 

pre-leukemic cells (Fig. S2 D) and their polyclonality of VH(DH)JH and VLJL rearrangements (Fig. 2 G), 

confirming their pre-leukemic state. These cells were then treated in vitro separately by DOXO, MTX 

or VCR (Fig. 2 D, H), with a sublethal concentration that we previously determined by dose-response 

experiments on total wt and PEtg Kit+ B-cells (Fig. S2 E). This assay revealed a significant resistance of 

slow-cycling PEtg D0-2 cells in contrast to wt and PEtg D8-9 cells (Fig. 2 H). To address at the functional 

level the role of cell-cycle restriction in pre-LSC activity, equal numbers of D0-2 and D8-9 pre-leukemic 

cells were transplanted (Fig. 2 D). Both D0-2 and D8-9 pre-leukemic PEtg B-cells were able to engraft 

the BM of recipient mice 3 weeks after transplantation (Fig. 2 I). However, only donor-derived D0-2 

PEtg cells maintained high-level expression of Kit in vivo (Fig. S2 F), sustained the reconstitution 16 

weeks after transplantation (Fig. 2 I), and the long-term B-ALL development (Fig. 2 J). Together, our 

results indicate that cell-cycle restriction of pre-leukemic cells is associated with chemo-resistance and 

leukemia initiation. 

 

PAX5::ELN oncoprotein disrupts the differentiation of pre-leukemic cells by enforcing the 

IL7r/JAK-STAT signaling pathway. 

PAX5::ELN perturbs the B-cell differentiation (Fig. 1) and the cell-cycle of pre-leukemic cells 

(Fig. 2). Thus, we asked whether the main B-cell differentiation molecular programs are affected by 

PAX5::ELN in slow- and high-cycling pre-leukemic cells. The early B-cell development is controlled 

by the IL7 and pre-BCR receptors, two interacting signaling systems that tightly coordinate alternative 

phases of cell survival and differentiation through the JAK-STAT and pre-BCR/BLNK pathways, 

respectively (Clark et al., 2014; Reth and Nielsen, 2014). Each pathway has antagonistic and balanced 

functions to coordinate the proliferation and differentiation switch at the pre-B stage (Fig. 3 A). 

Interestingly, IL7r is strongly expressed in the aberrant PEtg B-cell population, together with the 

accumulation of the surrogate light chain 5 at their surface (Fig. 1 C). Thus, we analysed IL7r and pre-

BCR/BLNK pathways by using a phosphoflow cytometry approach after ligand and chemical ex vivo 

stimulations, respectively (Fig. S3 A and Fig 3 B). Ligand stimulation of IL7r efficiently induced the 

phosphorylation of its two downstream effectors, STAT5 and FOXO1, in the aberrant-B (B220low) PEtg 

population, in a similar way to normal (B220high) pro-B cells (Fig. S3 A and Fig 3 B, left panels). We 

also assessed the (pre-)BCR signaling response by mimicking its downstream activation ex vivo with 

hydrogen peroxide (H2O2) (Fig. S3 A and Fig. 3 B), a well-known inducer of BLNK/PLC2 

phosphorylation cascade (Patterson et al., 2015; Reth, 2002). As expected, H2O2-induced 

phosphorylation of BLNK and PLC2 was seen along the normal B-cell differentiation pathway. In 

contrast, the aberrant PEtg B-cell population was unresponsive to BLNK/PLC2 stimulation (Fig. S3 A 

and Fig 3 B, right panels).  

Interestingly, ligand stimulation of IL7r efficiently induced the phosphorylation of STAT5 in 

both Ki67+ and Ki67- cells within the aberrant PEtg B-cell population, which is abrogated in the presence 

of tofacitinib, a well-known JAK-STAT inhibitor (Fig. 3C, lower panels). In contrast, IL7r activation is 

concentrated in cycling Ki67+ cells from normal B-cells (Fig. 3C, upper panels), that correspond to 

highly cycling pro-B cells (Fig. 2 B and Fig. S2 A). Moreover, gene set enrichment analysis from the 

RNA-sequencing of purified PEtg D0-2, PEtg D8-9 and wt D8-9 cells (Fig. 2 D) confirmed that the 

IL7r/JAK-STAT axis was significantly up-regulated by PAX5::ELN oncoprotein in slow- and high-

cycling pre-leukemic cells (Fig. S3 B). This observation was reinforced by the comparison of our 
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PAX5::ELN-modified genes with the Stat5-binding genes arising from the ChIP-sequencing of murine 

Stat5b-induced B-ALL cells (Katerndahl et al., 2017), showing a substantial enrichment of Stat5 targets 

in PAX5::ELN up-regulated genes in slow- (D0-2) and high- (D8-9) cycling pre-leukemic cells (Fig. 3 

D). Accordingly, the downstream targets of IL7r/JAK-STAT axis, including the pro-survival genes 

Cdkn2a, Il2r, Tnfrsf13b and Socs3 were significantly activated in both D0-2 and D8-9 cells (Fig. 3 E). 

In contrast, several components of the pre-BCR/BLNK signaling including CD79b, CD79a, Lyn, Syk, 

Blnk, Ikzf3 and Irf8 were down-regulated in both D0-2 and D8-9 cells (Fig. 3 E). Among them, the pre-

B cell differentiation genes Blnk, Ikzf3 and Syk also belong to Stat5 targets (Fig. 3 D), reinforcing the 

notion that IL7r/JAK-STAT axis negatively regulates the B-cell differentiation (Fig. 3 A).  

Collectively, combined to our phosphoflow cytometry results, our RNA-seq data suggest that 

the activation of IL7r/JAK-STAT pathway and the absence of BLNK retro-control favor the 

maintenance and survival of pre-leukemic cells, in slow- and high-cycling fractions.  

 

B-cell molecular identity is impaired in quiescent pre-LSCs. 

While the above results demonstrate that leukemia initiating potential is enriched in slow-

cycling population, the imbalance between IL7r/JAK-STAT and pre-BCR/BLNK molecular circuits is 

a shared feature of all PAX5::ELN pre-leukemic cells. Thus, to further identify and characterize 

quiescent pre-LSCs, we generated PEtg::H2B-GFPtg mice, derived from doxycycline-inducible H2B-

GFPtg mice, an in vivo model allowing the study of cell-quiescence in normal HSCs (Foudi et al., 2009; 

Wilson et al., 2008). After a doxycycline pulse, we compared the cell-division kinetics in vivo between 

wt and pre-leukemic PEtg B-cells based on the loss of GFP expression during a time course of 

doxycycline chase (Fig. 4 A). At the end of doxycycline pulse, almost all B-cells in both wt and pre-

leukemic BM expressed the H2B-GFP marker (Fig. 4 B). However, the decrease og GFP after the 

withdrawal (chase period) of doxycycline revealed a substantial delay of the global GFP loss in pre-

leukemic PEtg B-cells, with the persistence of GFPhigh PEtg cells after one-week chase of doxycycline 

(Fig. 4 B). Based on the loss of GFP after 2- and 3-weeks chase of doxycycline, we defined GFPhigh cells 

as quiescent rather than dormant cells, such as reported for normal stem cells (Foudi et al., 2009; Wilson 

et al., 2008). Therefore, we adapted the multi-parametric staining to identify the quiescent GFPhigh B-

cell subset. Quiescent cells were exclusively found in the aberrant B-cell population of PEtg BM (Fig. 

S4 A and Fig. 4 C). Additionally, we observed that GFP loss was proportional to the acquisition of the 

Ki67 marker, almost all GFPhigh cells did not express Ki67 (Fig. 4 D) and only this non-cycling 

population sustained engraftment capacity after transplantation (Fig. 4 E).  

To refine the molecular characterization of quiescent pre-LSCs in vivo, GFPhigh and GFPlow cells 

were purified from aberrant-B cells of PEtgH2B-GFPtg mice after one-week chase of doxycycline and 

an integrative molecular approach was performed comparing both gene expression profiles by RNA-

sequencing and chromatin accessibility by ATAC (assay for transposase-accessible chromatin) 

sequencing (Fig. 4 F) (Buenrostro et al., 2013). Transcriptome analysis identified 836 up-regulated and 

789 down-regulated genes with an expression difference of more than 1.5-fold and an adjusted P value 

of <0.05 in quiescent GFPhigh pre-LSCs (Fig. 4 F and Table S3). Combined to an expected down-

regulation of cell-cycle related pathways, the analysis revealed that cytokine signaling pathways were 

up-regulated in quiescent GFPhigh pre-LSCs (Fig. S4 B). Indeed, these modifications, involving the 

down-regulation of E2f/Myc targets and the up-regulation of TNF signaling (Fig. S4 B), are crucial 

for HSC and CSC survival (Cabezas-Wallscheid et al., 2017; Vazquez-Santillan et al., 2015; Yamashita 

and Passegue, 2019; Zhang et al., 2022). Differentially accessible chromatin regions were revealed by 

ATAC-seq analysis in pre-leukemic GFPhigh (7439 peaks) and GFPlow (5360 peaks) cells (Fig. 4 F and 

Table S4). Their associated genes were enriched for molecular pathways similar to those identified at 

the mRNA level (Fig. S4 B, C). These observations highlight the direct relationship between the 

expression of genes and their surrounding accessibilities, allowing the identification of specific 

regulators.  

To this end, we combined footprinting analysis using hint-ATAC and “diffTF” computational 

tools (Berest et al., 2019) to identify and classify TF motif accessibilities that were differentially-

regulated in quiescent GFPhigh pre-LSCs (Fig. 4 G). In particular, we observed that the motif accessibility 

of critical TFs involved in the B-cell identity such as Ebf and Pax, or in the cell-cycle such as E2f, were 

significantly down-regulated in quiescent GFPhigh pre-LSCs (Fig. 4 G and Fig. S4 D). Accordingly, 

Pax5-repressed genes, but not Pax5-activated genes (Revilla et al., 2012), were drastically enriched in 
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GFPhigh pre-LSCs (Fig. 4 H and Fig. S4 E). These results suggest that Ebf1 and Pax5 have lost their 

repressive activity in quiescent pre-LSCs, allowing the up-regulation of a non-B-cell molecular 

program. Indeed, we observed the up-regulation of the chromatin accessibility to Spi and Runx motifs 

in quiescent GFPhigh pre-LSCs (Fig. 4 G). This was associated with increased expression of Spi1 (PU.1) 

and Runx1 (Fig. S4 F), two critical TFs regulating the quiescence and the myeloid differentiation process 

of normal HSCs (Chavez et al., 2021; Imperato et al., 2015; Staber et al., 2014). This observation was 

also associated with a downstream activation of a myeloid program in quiescent GFPhigh pre-LSCs at the 

transcriptional level. Indeed, the analysis mainly revealed the up-regulation of genes involved in TNF 

signaling and in myeloid differentiation in GFPhigh pre-LSCs (Fig. 4 I). Finally, we observed a strong 

enrichment of both murine (Fig. 4 J) (Venezia et al., 2004) and human (Fig. S4 G) (Garcia-Prat et al., 

2021) dormant/quiescent HSC signature in the GFPhigh pre-LSCs, suggesting redundant molecular 

mechanisms between pre-LSCs and HSCs. Collectively, our data indicate that quiescent pre-LSCs 

partially lose B-lineage molecular identity, and concomitantly reactivate an inappropriate and immature 

transcriptional program.  

 

MLP/HSPC molecular signatures are partially reprogrammed in quiescent pre-LSCs. 

The above findings raise the question as to what extent stem cell-like molecular features are 

reprogrammed in quiescent pre-LSCs. Thus, we integrated our results within ATAC-seq and RNA-seq 

data from the Immunological Genome Project (ImmGenn) consortium (https://www.immgen.org/). 

First, we extracted both chromatin accessibility and gene expression profiles from normal hematopoietic 

stem and progenitor cells (HSPCs) (LT-HSCs, MPP1, ST-HSCs, MPP4), multi-lymphoid progenitors 

(MLPs), common lymphoid progenitor (CLP), Fr.A (i.e. Pre-pro-B) and B-cells (Fr.B/Pro-B to 

Fr.E/immature-B) (Fig. 5 A and Fig. S5 A, B). Then, differentially accessible peaks and expressed genes 

from pre-leukemic GFPhigh and GFPlow cells were clustered by a k-means approach according to their 

signal in the different steps of the normal differentiation (Fig. 5A-C). Strikingly, ATAC-seq data 

revealed that open chromatin regions from HSPCs, including LT-HSCs and other multipotent immature 

progenitors (clusters C1 to C4), were enriched in quiescent GFPhigh pre-LSCs, contrasting in this regard 

with GFPlow cycling cells that were rather enriched in accessible regions from committed B-cells 

(clusters C7, C8) (Fig. 5 B). Furthermore, RNA-seq data identified four clusters of genes in pre-leukemic 

GFPhigh and three clusters of genes in GFPlow cells. This analysis notably revealed a unique “HSPClike 

cluster” in quiescent GFPhigh cells, composed of genes mostly up-regulated in LT-HSCs, MPP1, ST-

HSCs and MPP4 fractions (Fig. 5 C). A “MLPlike cluster” was also defined in quiescent GFPhigh cells, 

composed of genes up-regulated in CLP and pre-pro-B precursors, two populations that retain multi-

lymphoid potential (Fig. 5 C). Moreover, our global analysis revealed that this MLP signature is strongly 

activated in quiescent GFPhigh cells (Fig. S5 A), also observed in human B-ALL chemo-resistant cells 

(Turati et al., 2021). 

These observations revealed at the transcriptional level the plasticity and reprogramming of 

quiescent pre-LSCs, that can partially reactivate a non-B-cell molecular program.  

 

Transcriptional Regulatory Network reveals Egr1 to control pre-LSC quiescence. 

According to the global up-regulation of the cell-cycle program in GFPlow cells (Fig. 4 I and Fig. 

S4 B), we identified a cluster of genes named “Cell-cyclelike cluster”, whose expression pattern followed 

the normal proliferation rate of each subset in the differentiation (Fig. 5 C). Conversely, a “Quiescencelike 

cluster” corresponding to the mirror image of the “Cell-cyclelike cluster” was detected within GFPhigh 

cells (Fig. 5 C and Fig. S5 B).  

To predict the “core” TFs defining pre-LSC identity, and in particular pre-LSC quiescence, we 

built a transcriptional regulatory network (TRN) from ATAC-seq (Fig. 5 B) and RNA-seq (Fig. 5 C) 

data using LASSO-StARS algorithm (Miraldi et al., 2019; Pokrovskii et al., 2019). This algorithm 

integrates (i) motif analyses, (ii) differential accessibility motifs and (iii) gene expression in order to 

construct a set of TFs-genes interactions. This analysis predicted TFs that positively (activating) or 

negatively (repressive) regulate their target genes (Fig. S5 C). Thus, we contrasted five specific TRNs 

(#1 to #5) to one shared TRN involved in the pre-LSC signature (Fig. 5 D). In particular, a quiescence 

module (TRN #1) was identified in GFPhigh pre-LSCs composed of four TFs (Egr1, Mnt, Klf6 and Atf3) 

(Fig. 5 D). Among them, Early growth response 1 (Egr1) regulates the higher number of target genes 

(121 activated and 242 repressed genes). Moreover, Egr1 was the top predicted TF to regulate positively 

https://www.immgen.org/
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the quiescence and negatively the cell-cycle (TRN#1, Fig. 5 D). Accordingly, we observed a strong 

down-regulation of the “Quiescencelike cluster” and up-regulation of the “Cell-cyclelike cluster” in human 

HSPCs in which EGR1 has been silenced by RNA interference (Stoddart et al., 2022) (Fig. 5 E). 

Consistent with the critical role of Egr1 in controlling normal HSC dormancy and functions (Cabezas-

Wallscheid et al., 2017; Min et al., 2008; Scheicher et al., 2015), our result suggests that it may be also 

relevant in pre-LSCs. Finally, we built the molecular network of genes involved in the TRN#1 from Fig. 

5 D that are positively regulated by Egr1, Mnt, Klf6 and Atf3 (Fig. 5 F and Fig. S5 D). Strikingly, several 

members of the network such as the TFs Atf3 (Liu et al., 2020) and Klf6 (Adelman et al., 2019), the 

GTPase Gimap5 (Chen et al., 2011) and the transcriptional co-activator Taz (Althoff et al., 2020) have 

been also documented to control HSC functions.  

Collectively, the data arising from our integrative molecular approach predicts a list of TFs and 

their target genes to control molecular reprogramming in pre-LSCs and highlights Egr1 as a strong 

candidate to regulate pre-LSC quiescence. 

 

EGR1 is activated in quiescent and therapy-resistant leukemic blasts from human B-ALL.  

Finally, we addressed the relevance of the expression modifications of murine pre-LSCs in 

human resistant and quiescent leukemic cells. Interestingly, the down-regulation of E2f/Myc targets 

(Fig. 4 G and Fig. S4 B) and cell cycle/oxidative phosphorylation program (Fig. 4 I), combined with the 

up-regulation of TNF signaling (Fig. 4 I) and HSPC/MLP signatures (Fig. 5 C) that we identified in 

GFPhigh pre-LSCs from the PAX5::ELN model, have been also observed in treatment-resistant (Minimal 

Residual Disease, MRD) cells and in CFSE label-retaining cells (LRC) from B-ALL patient-derived 

xenografts (PDXs) in two independent studies (Ebinger et al., 2016; Turati et al., 2021). These molecular 

similarities (Fig. 6 A, B and Fig. S6 A), suggest that PAX5::ELN pre-LSC signature mimics in some 

aspect the resistance/quiescence of human B-ALL cells.  

Thus, we explored EGR1 expression in resistant and/or quiescent human B-ALL cells. We 

transplanted leukemic blasts from two “de novo” ETV6-RUNX1 B-ALL patients (HB#010 and HB#007) 

into immunodeficient NOD.Cg-PrkdcscidIl2rgtmWjl (refereed as NSG) mice and monitored for 

engraftment before treatment with a chemotherapeutic cocktail (DEXA+VCN) or vehicle control (Fig. 

6 C, D and Fig. S6 B, C). Strikingly, B-ALL progression was prevented in chemotherapy-treated mice 

characterized by a significant reduction of the leukemic burden in the BM and the spleen (Fig. 6 E, F 

and Fig. S6 D, E). This drastic reduction of human B-ALL cells in vivo was associated with a resistance 

of quiescent Ki67- leukemic blasts (Fig. 6 G and Fig. S6 F). This resistance is associated with a 

significant up-regulation of EGR1 transcript in purified residual leukemic blasts (Fig. 6 H and Fig. S6 

G). Based on these observations, we hypothesized that EGR1 expression was already up-regulated in 

quiescent cells within the tumor burden of B-ALL. Leukemic blasts from two other ETV6::RUNX1 B-

ALL patients (HB#002 and HB#008) were labelled with CTV and co-cultured on MS5 stromal cells 

(Fig. 6 I and Fig. S6 H). Strikingly, our data showed the feasibility of identifying undividing/slow-

dividing cells from “de novo” B-ALL samples using this in vitro cell-division approach (Fig. 6 J and 

Fig. S6 I). Of note, we observed that these cells were enriched in the CD45neg/low phenotype (Fig. 6 J and 

Fig. S6 I), which has been associated with drug-tolerant leukemic clones leading to B-ALL relapse in 

patients (Dobson et al., 2020). Therefore, we confirmed that EGR1 expression was higher in purified 

undivided (CTVhigh) B-ALL cells from the two patients, as compared with cycling (CTVlow) leukemic 

cells (Fig. 6 K and Fig. S6 J). Together, our observations suggest that EGR1 overexpression is a “de 

novo” molecular characteristic of quiescent/resistant cells within the tumor bulk. 

Finally, we took advantage of the RNA-seq and clinical data of a large cohort of B-ALL patients 

(Gu et al., 2019) to explore EGR1 expression and its clinical outcome. The analysis of the event-free 

survival (EFS) curves showed that the clinical outcome was drastically affected for all B-ALL patients 

with high level of EGR1 (Fig. S6 K). This is partially explained by the observation that EGR1 expression 

was higher in high-risk genetic subgroups (i.e. Ph-like and KMT2A-rearranged sub-groups) than in B-

ALL sub-groups associated with a better prognosis (i.e. ETV6::RUNX1, TCF3::PBX1, hyperdiploid and 

PAX5alt) (Inaba and Pui, 2021) (Fig. S6 L). Furthermore, the poor clinical outcome was also strikingly 

associated with EGR1 expression within the different B-ALL oncogenic subgroups (Fig. 6 L). 

Collectively, our observations strongly suggest that cell-quiescence and EGR1 activation are a common 

and an oncogene-independent feature of treatment-resistant B-ALL cells. 
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Discussion 

In the present study, we found that a single primary oncogenic event of B-ALL is sufficient to 

confer stem cell-like features to a subset of committed B-cell progenitors, converting them to pre-LSCs. 

Combined to an unsupervised clustering representation of FACS data, our multi-parametric 

immunophenotypic approach allowed for a precise visualization of the normal progression of B-cells 

throughout differentiation. In addition, this strategy revealed concomitantly the presence of an aberrant 

B-cell population in pre-leukemic PEtg mice, characterized by the abnormal co-occurrence of phenotypic 

markers. To date, this exhaustive coverage of the B-cell differentiation has not yet been described in 

leukemic mouse models, mainly limited by the number of simultaneously assayed markers. However, 

the identification of aberrant antigen co-expression is commonly used in clinic to define the minimum 

residual disease (MRD) in B-ALL (Cherian and Soma, 2021; Hassanein et al., 2009), based on the 

principle that leukemic cells express phenotypic features that can be used to distinguish them from 

normal hematopoietic cells. Moreover, the development of single-cell mass cytometry (CyTOF) 

approach, quantifying simultaneously a large number of surface markers and intracellular 

phosphorylated proteins, allowed for the identification of several features involved in normal and 

pathological B-cell development in human with unprecedented resolution (Bendall et al., 2014; Good et 

al., 2018). Thus, our approach reinforces the notion that exploring abnormal co-expression using a large 

number of phenotypic markers is a valuable approach to predict aberrant differentiation state occurring 

in cells.  

Combined to our RNA-sequencing, the integration of intracellular phosphorylated proteins 

established that the ectopic activation of IL7r/JAK-STAT pathway, which is normally shut down by the 

pre-BCR/BLNK axis, favors the differentiation blockade of pre-leukemic cells. Thus, the imbalance 

between the IL7r/JAK-STAT pathway and pre-BCR/BLNK axis appears as a critical feature of B-ALL 

initiation. Interestingly, this molecular imbalance, including unresponsive pre-BCR signaling, has been 

shown to predict patient relapse in B-ALL (Good et al., 2018). Moreover, secondary alterations in 

human B-ALL frequently mimic cytokine-receptor signaling through the constitutive phosphorylation 

of STAT5 (IL7R, CRLF2 and JAK mutations) or mimic the pre-BCR downstream pathway through the 

constitutive activation of the RAS/MAPK signalling (NRAS, KRAS and PTPN11 mutations) (Jamrog et 

al., 2018; Mullighan et al., 2007). It has been recently demonstrated that mutations in these two pathways 

are mutually exclusive in human B-ALL (Chan et al., 2020). In addition, the concurrent reactivation of 

one pathway affects the activity of the other and reciprocally, leading to the subversion of B-ALL 

transformation (Chan et al., 2020). B-ALL development in the PAX5::ELN model is also associated 

with the acquisition of secondary mutations in genes of either JAK/STAT (Jak3 mutations) or 

RAS/MAPK (Kras and Ptpn11 mutations) signaling pathways (Jamrog et al., 2018). These observations 

therefore suggest that secondary mutations either reinforce the aberrant activation of the JAK/STAT 

pathway already primed in pre-leukemic cells, or allow for a bypass of pre-BCR signalling deficiency 

to trigger B-ALL transformation.  

Various studies suggest that restricted cell-cycle is an important mechanism of therapeutic 

resistance in both human and murine leukemia models (Ebinger et al., 2016; Gerby et al., 2016; Prost et 

al., 2015; Tremblay et al., 2018; Trumpp et al., 2010; Turati et al., 2021). In parallel with an in vitro 

cell-division assay, we used the doxycycline-inducible H2B-GFPtg mouse model to demonstrate in vivo 

the existence of a slow-cycling and drug-resistant population of pre-LSCs in the PAX5::ELN-induced 

B-ALL model. In particular, our work corroborates that self-renewal and clonal evolution could be 

restricted to a rare and slow-cycling population of pre-leukemic cells, as previously observed in the 

Lmo2-induced T-ALL model (Tremblay et al., 2018). This not only reinforces the importance of cell-

cycle restriction in pre-LSC activities in two distinct lineages, but also makes the H2B-GFP system as 

a powerful in vivo tool to develop strategies targeting the quiescence and the resistance of relapse-

inducing clones in different models.  

Additionally, the present study brings new insights regarding the molecular mechanisms of the 

cell-of-origin of B-ALL demonstrating that quiescent pre-LSCs are characterized by a partial loss of B-

cell lineage identity and activate an HSPC-like molecular program. This finding is in agreement with 

pioneer works in AML and T-ALL demonstrating that a primary oncogene can activate an aberrant stem 

cell-like program in committed myeloid progenitors (Krivtsov et al., 2006) or in thymocytes 

(McCormack et al., 2010). While the presence of PAX5::ELN induces the emergence of quiescent cells 

in committed B-cells, its expression level in quiescent and cycling cells is quite similar. Notwithstanding 
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the fact that functional and molecular stem cell-like features were focused in quiescent cells, this 

observation raises at least two questions: (i) whether cell-cycle restriction is a common aberrant 

characteristic of pre-LSCs or is a critical property to prime leukemia initiation, and (ii) whether stem 

cell properties of pre-LSCs such as self-renewal, drug-resistance and leukemia initiating activity are 

reversible processes, as demonstrated on human B-ALL blasts (Ebinger et al., 2016).  

The question of whether a primary genetic alteration induces sufficient molecular and functional 

plasticity to cause lineage subversion remains poorly explored. A previous investigation on the cell-of-

origin in mixed phenotype acute leukemia (MPAL) supports the notion that a founding alteration, rather 

than the secondary events, induces lineage plasticity in pre-leukemic clones (Alexander et al., 2018). 

Another study using lineage-specific oncogene activation also shows that ETV6::RUNX1 fusion protein 

can induce both B-ALL and T-ALL, and that leukemia transformation is dependent on the nature of the 

secondary mutations (Rodriguez-Hernandez et al., 2021). While ETV6::RUNX1 is associated with B-

ALL in human, this work suggests that pre-leukemic clones can exhibit a T-cell potential when 

expressed in the appropriate lineage. Our results revealed that the TF activity of PAX5 and EBF1, 

considered as master factors to maintain B-cell identity by suppressing alternative lineage choices 

(Busslinger, 2004; Nutt et al., 1999; Ramamoorthy et al., 2020), is down-regulated in quiescent pre-

LSCs. Their down-regulation is associated with the up-regulation of PU-1 and RUNX1, and with the 

activation of a non-B-cell molecular program. Integrating chromatin accessibility and gene expression 

data recently brought major insights and facilitated the identification of putative regulatory regions and 

their candidate binding TFs, thus allowing a more precise definition of the regulatory networks in 

immune cells (Miraldi et al., 2019; Pokrovskii et al., 2019). Here, we applied this computational method 

to build cluster-specific TRNs that define the molecular identity and plasticity of quiescent pre-LSCs in 

our model. In particular, this approach allowed us to identify Egr1 as a strong TF candidate regulating 

positively pre-LSC quiescence. This observation is consistent with its critical role in controlling normal 

HSC dormancy, localization and functions, that have been described using both Egr1-/- mouse model 

(Min et al., 2008) and RNA interference in human CD34+ cord blood-derived HSPCs (Stoddart et al., 

2022). Finally, molecular similarities with resistant clones in B-ALL patients after chemotherapy 

(Ebinger et al., 2016; Turati et al., 2021), including the up-regulation of EGR1, strongly make our 

PAX5::ELN quiescent pre-LSCs as a relevant drug-resistant cellular platform to develop new targeted 

therapies.  
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Materials and Methods 

Mice. 

PAX5::ELN (PEtg) transgenic mouse model was developed by our team as previously described (Jamrog 

et al., 2018). Briefly, cDNA encoding the human PAX5::ELN fusion protein was inserted at the IgH 

locus under the control of a VH promoter (PVH) and the endogenous Eμ enhancer to trigger PAX5::ELN 

expression in the early phase of B-cell development. The previously developed inducible TetOP-H2B-

GFP (H2B-GFPtg) mouse model (Foudi et al., 2009) was purchased from Jackson Laboratory (Bar 

Harbor, ME). Homozygous PEtg and H2B-GFPtg were maintained by cross-breeding, their genotypes 

were verified by PCR and all the experiments were performed in heterozygous mice. C57BL6 (Ly6.2, 

CD45.2) mice were purchased from Charles River Laboratories (France) and Pep3b (Ly6.1, CD45.1) 

B6.SJL congenic mice were initially obtained from The Jackson Laboratory (Bar Harbor, ME). All 

animals were housed in pathogen-free conditions (Anexplo US006 CREFRE, Toulouse, France) in 

accordance with the European Directive 2010/63/EU and the French Institutional Guidelines for animal 

handling. Mice were handled according to protocols approved by the Regional Ethical Committee 

(Agreement #A31555010). Mice were backcrossed into the C57BL6 background for more than 10 

generations. 

 

FACS analysis and cell sorting. 

Single cell suspensions were prepared from bone marrow (BM) of wt and PEtg mice of the indicated 

ages in Iscove’s Modified Dulbecco’s Medium (IMDM; Gibco) supplemented with 2% Fetal Bovine 

Serum (FBS) (Stemcell technologies). Immunostainings were performed using antibodies for flow 

cytometry obtained from Pharmingen (BD Biosciences), Invitrogen and Miltenyi are listed in Table S1. 

FACS analysis was performed on a Fortessa cytometer (BD Biosciences) using FlowJo (BD 

Biosciences) software. For surface staining, cells were incubated with the antibodies for 20 minutes in 

IMDM 2% FBS at 4°C and washed twice with PBS1X before analysis. For cell-cycle analysis, cells 

were fixed and permeabilized (CytofixCytoperm Plus, BD Bioscience) during 30 minutes before the 

staining with the anti-Ki67 antibody, in accordance with the manufacturer’s instructions. For cell 

sorting, BM cells from wt or pre-leukemic PEtg mice were flushed and B-cell fraction were enriched by 

B220 magnetics microbead sorting (Miltenyi Biotech). B-cell fraction was subsequently incubated with 

anti-CD19, -CD23 and -Kit antibodies listed in Table S1. Cell sorting of Kit+ and Kit- (CD19+CD23-) B-

cells was performed on a MoFlo Astrios sorter (Beckman Coulter).  

 

UMAP analysis. 

UMAP (Uniform Manifold Approximation and Projection) analysis was performed using FlowJo 

software. At least 4 samples per condition were pre-gated on single cells of the population of interest. 

Then, informatic cleaning and normalization were performed using FlowAI package (V2.1) (Monaco et 

al., 2016) and CytoNorm package (V1.0) (Van Gassen et al., 2020) for each sample and the same number 

of cells were then concatenated. Arc sin transformation was performed manually for each marker to 

discriminate the different B-cell populations. The dimension reduction algorithm UMAP (umap-learn 

Python package v2.4.0) (Becht et al., 2018) was run using Euclidian distance with 15 nearest neighbors 

and 0.5 distance parameters. Thus, the UMAP analysis was performed using a multiparametric staining 

by FACS integrating the 12 markers shown in Fig. S1 A covering all the steps of the B-cell 

differentiation. UMAP representation of the cell density, of the clustering analysis of the different B-

cell subpopulations based on the gating strategy shown in Fig. S1 B, C. In the UMAP analyses, each 

subset is represented by one color. Black arrow indicates the physiological phenotypic progression of 

B-cells in the differentiation and red dotted line delimits the aberrant pre-leukemic B-cell population 

induced by PAX5::ELN. 

 

 

In vitro co-culture assays 

B-cell populations were co-cultured on MS5 stromal cells in a B-cell medium composed of IMDM 10% 

FBS, 0.05 mM β-mercaptoethanol (Sigma-Aldrich), 2mM L-glutamine (Invitrogen), penicillin (100 

units/ml), streptomycin (100 units/ml), supplemented with 5ng/mL of murine Il7, 10ng/mL of murine 

Flt3L and 10ng/mL of murine SCF (Peprotech).  
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In vivo transplantation assays. 

Donor and recipient mice were on C57BL6 (Ly6.2, CD45.2) and Pep3b (Ly6.1, CD45.1) backgrounds, 

respectively, allowing for the discrimination of host and donor-derived cells on the basis of CD45 

alleles. Donor B-cell populations from the BM of wt or pre-leukemic and leukemic PEtg mice (CD45.2+) 

were transplanted intravenously (IV) in equal number (4.5x106 per mouse) into primary (I), secondary 

(II) and tertiary (III) 6-8 weeks old recipient mice (CD45.2+) pre-treated, 24h before transplantation, 

with 30 mg/kg of Busulfan (Busilvex, Pierre Fabre). Chimerism was analyzed by flow cytometry 

(FACS) and was illustrated by the percentage of donor-derived cells (% CD45.2+) found in the BM of 

recipient mice (related to Fig. 1 D-G).  

Kit+ and Kit- (CD19+CD23-) B-cells from the BM of pre-leukemic PEtg mice (CD45.2) were purified 

and IV transplanted in equal number (5x104 per mouse) in primary (I) recipient CD45.1 mice. Kit+ 

(CD19+CD23-) B-cells from the BM of wt mice were purified and transplanted (5x104 per mouse) as 

control. BM cells from the primary transplantation with pre-leukemic PEtg Kit+ et Kit- cells were 

transplanted in secondary (II) recipients (related to Fig. 1 H-I). 

Purified D0-2 and D8-9 cells (CD45.2+) from CTV-labelled pre-leukemic PEtg cells were transplanted 

in equal number (2x103 per mouse) in recipient CD45.1 mice (related to Fig. 2 I, J).  

Purified GFPhigh and GFPlow cells form pre-leukemic PEtgH2B-GFPtg mice (CD45.2+) were transplanted 

in equal number (1.5x104 per mouse) in recipient CD45.1 mice (related to Fig. 4 E). 

For all transplantation experiments, the number of positive mice and the median of engraftment are 

indicated. Statistical significance was calculated using an unpaired t test. For Kaplan-Meyer survival 

curves, the median of time required to develop the B-ALL is indicated on the curve. 

 

In vitro cell-division assay. 

Cell division of Kit+ (CD19+CD23-) wt and PEtg B-cells was analyzed by using cell trace violet (CTV) 

dilution. Briefly, total B-cells (106 cells/mL) from wt and pre-leukemic PEtg mice (30 days-old) were 

labelled with 5M CTV (ThermoFisher, C34557) in PBS1X during 20 minutes at 37°C. CTV-labelled 

B-cells were then washed twice in PBS1X 1% FBS according to the manufacturer recommendations 

and plated on MS5 stromal cells for 24h to stabilized the staining. Then, Kit+ (CD19+CD23-) CTV-

labelled B-cells were purified by cell sorting and co-cultured for 3 days on MS5 cell line in 

supplemented B-cell medium. Since dividing cells distribute equally the dye to daughter cells, the 

number of cell divisions can be followed by the decrease in the fluorescence intensity. Cell division was 

analyzed using Winlist (Verity Software House) and proliferation index (PI) was calculated as described 

(Roederer, 2011). Slow- (D0-2) and high- (D8-9) cycling PEtg cells were purified by cell sorting. High- 

(D8-9) cycling wt cells were also purified as control to perform the subsequent functional and molecular 

experiments as indicated in the experimental procedure detailed in Fig. 2 D.  

 

In vivo cell-division assay. 

Wt or homozygous PEtg mice were bred with homozygous H2B-GFPtg mice to obtain heterozygous 

H2B-GFPtg and PEtgH2B-GFPtg mice, respectively. To induce H2B-GFP transgene expression, 20 days-

old mice were intraperitoneally treated with 40mg/kg of doxycyxline (DOX, Sigma, D9891) and 

2mg/mL of DOX, supplemented with sucrose (Sigma, S9378) at 10 mg/mL, was added to drinking water 

for 5 weeks (DOX pulse). GFP expression in all B-cell subpopulations was then examined following 

withdrawal of doxycycline (DOX chase) for 0, 1, 2 and 3 weeks. Quantification of GFP was determined 

for each time point by ranking 104 wt or PEtg cells from the lowest to the highest value of their GFP 

fluorescence intensity and area under the curve (AUC) was then calculated. White and black dotted lines 

indicate the standard error of the mean (SEM) of wt and PEtg AUC, respectively. The proportion of 

persisting GFP-retained (GFPhigh) cells is indicated for each time point (related to Fig. 4 B, C). 

Purification of GFPhigh, GFPmed and GFPlow B-cells was performed after 1 week of DOX chase using a 

MoFlo Astrios cell sorter (Beckman Coulter). 

 

Phosphoflow cytometry. 

Phosphoflow cytometry experiments are related to Fig. 3 B-C and Fig. S3 A to explore IL7r and pre-

BCR signaling pathways in pre-leukemic B-cells. As shown in Fig. 3 A, IL7r signal induces Stat5 

phosphorylation that activates the transcription of Cdkn2a, IL2r, Tnfrsf13b and Socs3 to promote cell 

survival and proliferation. In parallel, IL7r activates PI3K signaling pathway that phosphorylates and 
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represses Foxo1, the inducer of Rag1 and Rag2 gene transcription, therefore inhibiting Ig gene 

recombination. In contrast, pre-BCR signal induces Syk/Blnk/Plc2 phosphorylation cascade that 

converges to the transcription of Ikzf3 and Irf8 that inhibit pre-B cell proliferation and initiate Ig gene 

recombination, respectively. Together, each receptor has antagonistic and balanced functions to 

coordinate the proliferation and differentiation switch in pre-B cells.  

1.5x106 cells from each wt and pre-leukemic PEtg BM were mixed and surface markers were stained in 

RPMI (Gibco) supplemented with 2% FBS for 10 minutes at 37°C and washed with RPMI 

(centrifugation 5 minutes; 1200 rpm).  

IL7r-ligand stimulation was assessed by phosphoflow cytometry after the ex vivo activation of pre-

leukemic PEtg BM cells with IL-7 (+IL-7). Unstimulated (-IL-7) cells were used as control. Normal B-

cells and aberrant-B PEtg cells were distinguished according to the level of B220 expression and pStat5 

and pFoxo1 expression was detected by FACS. IL7r-ligand stimulation was performed by incubating 

the cells with RPMI 2% FBS supplemented or not with 30 ng/mL IL-7 (Peprotech) for 15 minutes at 

37°C for the detection of pStat5 and for 16 hours at 37°C for the detection of pFoxo1. For the staining 

of pStat5, cells were then fixed with pre-warmed Lyse/Fix buffer 1X for 12 minutes at 37°C, washed 

twice (centrifugation 7 minutes; 500 rpm) in RPMI 2% FBS and permeabilized with cold Perm Buffer 

III for 30 minutes at 4°C, according the manufacturer’s instructions (BD PhosphoflowTM). Cells were 

washed twice in PermWash buffer and the intracellular immunostainings with the anti-pStat5 antibody 

combined with the anti-Ki67 antibody were performed for 30 minutes at RT, followed by two washes 

before FACS analysis. For the staining of pFoxo1, cells were fixed and permeabilized with cold 

CytofixCytoperm Plus buffer (BD Bioscience) for 24 hours at 4°C and washed twice (centrifugation 7 

minutes; 500 rpm) in PermWash buffer (BD Bioscience). The intracellular immunostainings with the 

anti-pFoxo1 antibody combined with the anti-Ki67 antibody were performed in PermWash buffer for 1 

hour at RT, followed by two washes (centrifugation 7 minutes; 500 rpm) before FACS analysis. 

(Pre-)BCR stimulation was assessed by phosphoflow cytometry after the ex vivo activation of pre-

leukemic PEtg BM cells with H2O2 (H2O2+). Unstimulated (H2O2-) cells were used as control. Normal 

B-cells and aberrant-B PEtg cells were distinguished according to the level of B220 expression and 

pBlnk and pPlc2 expression was detected by FACS. (Pre-)BCR stimulation was performed by 

incubating the cells with RPMI 2% FBS supplemented or not with 1mM H2O2 for 5 minutes at 37°C. 

Cells were then fixed and permeabilized with cold CytofixCytoperm Plus buffer (BD Bioscience) for 

45 minutes at 4°C and washed twice (centrifugation 7 minutes; 500 rpm) in PermWash buffer (BD 

Bioscience). The intracellular immunostainings with the anti-pBlnk or the anti-pPlc2 antibodies 

combined with the anti-Ki67 antibody were performed in PermWash buffer for 30 minutes at RT, 

followed by two washes (centrifugation 7 minutes; 500 rpm) before FACS analysis. Immunostaining 

combinations used for the phospflow cytometry are listed in Table S1. 

 

Human B-ALL samples. 

Human B-ALL samples were obtained from the Toulouse University Hospital (TUH) (Toulouse, 

France) after signed written informed consent for research use in accordance with the Declaration of 

Helsinki and stored at the HIMIP collection (BB-0033-00060). According to the French law, HIMIP 

biobank collection has been declared to the Ministry of Higher Education and Research (DC 2008-307, 

collection 1) and obtained a transfer agreement for research applications (AC 2008-129) after 

approbation by our institutional review board and ethics committee (Comité de Protection des Personnes 

Sud-Oust et Outremer II). Biological annotations of the samples have been declared to the CNIL (Comité 

National Informatique et Libertés, i.e., Data Processing and Liberties National Committee). For in vitro 

cell-division assay using CTV dilution, human B-ALL blasts (HB#002 and HB#008) were stained as 

previously described and CTV-labelled cells were grown in co-cultured on MS5 cell line in 

supplemented B-cell medium and analysed at the indicated time points in the Fig. 6 J and Fig. S5I. 

 

Patient-Derived Xenografted Model and in vivo treatment with chemotherapy 

NSG mice were produced at the Génotoul-Anexplo platform at Toulouse, France, using breeders 

obtained from Charles River Laboratories. Mice were housed in sterile conditions using high-efficiency 

particulate arrestance filtered microisolators and fed with irradiated food and sterile water. Mice (6–9 

weeks old) were sub-lethally treated with busulfan 30 mg/kg 24 h before injection of leukemic cells. 

Leukemic blasts from B-ALL patients were thawed at room temperature, washed twice in PBS and 
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transplanted by intravenous injection (2 × 105 cells per mouse). At the indicated time points in Fig. 6 D 

and Fig. S6 C, leukemia engraftment was monitored by FACS with hCD45 (BD Bioscience, 557748) 

and hCD19 (BD Bioscience, 562294) staining after BM punctions. For combination therapy, a 

chemotherapeutic cocktail composed of Dexamethasone (DEXA, 10 mg/kg) and Vincristine (VCR, 0.5 

mg/kg) was administrated weekly for 3 weeks (HB#010; Fig. 6 C) and for 1 week (HB#007; Fig. S6 B) 

via intraperitoneal injection. A daily administration of 10 mg/kg DEXA was supplemented during the 

period of treatment. Mice were euthanized and analysed after the treatment.  

 

RT-qPCR 

RNA was isolated using Trizol method and cDNA was synthesized using SuperScript® VILO™ cDNA 

Synthesis Kit (Invitrogen™) according to the manufacturer’s instructions. Quantitative SYBR Green 

PCR was performed on a LightCycler®480 II System (Roche) to quantify human EGR1 cDNAs 

expression in Fig. 6 H, K and Fig. S6G, J using LightCycler®480 SYBR Green I Master (Roche 

Diagnostics GmbH) according to the manufacturer’s instructions. All PCR were carried out as follows 

in a 20 µl volume: 5 min at 95°C, followed by 45 cycles of 10 s at 95°C, 10 s at annealing temperature 

of 60°C and 10 s at 72°C. Quantification was performed using the ΔCt method with normalization to 

the human ABL1 gene expression levels. Data were analyzed using the LC480 software (Roche 

Diagnostics). The forward (Fw) and reverse (Rv) primers used were as follows: for EGR1 (Fw: 5’-

CAGCCCTACGAGCACCTGAC-3’ and Rev: 5’-GTGGTTTGGCTGGGGTAACT-3’); for ABL1 

(Fw: 5’-TGGAGATAACACTCTAAGCATAACTAAAGGT-3’ and Rev: 5’-

GATGTAGTTGCTTGGGACCCA-3’).  

 

Statistical analysis. 

The number of biological replicates is indicated in the relevant figure legends. Error bars for pooled 

replicates represent standard deviation (SD). Statistical differences were determined using a two-tailed 

unpaired Student’s t test for comparison of quantitative variable, assuming normality and equal 

distribution of variance between the different groups analyzed. All statistical analyses were performed 

using GraphPad Prism software, version 7 (GraphPad). A P value of less than 0.05 was considered 

statistically significant (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001). Survival in mouse experiments was 

represented with Kaplan-Meier curves (GraphPad Prism).  

 

RNA-sequencing. 

RNA from purified PEtg D0-2 and D8-9 cells and from wt D8-9 cells was isolated with the RNeasy Plus 

Mini Kit (Qiagen). RNA-seq libraries were prepared using TruSeq Stranded mRNA Low Sample kit 

(Illumina) according to manufacturer’s protocol, starting with 300 ng mRNA. Cluster generation and 

sequencing were carried out by using the Illumina NEXTSEQ 550 system and NEXTSEQ 500/550 

HIGH OUTPUT KIT v2.5 (150 cycles) with a read length of 2 x 75 nucleotides according to the 

manufacturer’s guidelines. The expression of mRNA transcripts rearranged for the IgH and IgL loci was 

analysed using Mixcr software and represented by Circos diagrams using VDJ tool software.  

 

ULI RNA-sequencing. 

GFPhigh and GFPlow cells from the aberrant-B population of pre-leukemic PEtgH2B-GFPtg mice after 1 

week of DOX chase were purified by cell sorting (Melody, BD) directly in RLT buffer and the RNA 

was isolated with the RNeasy plus micro kit (Qiagen). Smart-seqv4 libraries were prepared as previously 

described(Picelli et al., 2014) using the Takara SMART-Seq v4 full-length transcriptiome analysis kit 

according to the manufacture’s guidelines. Paired-end sequencing was performed on an Illumina 

NextSeq 500 using 2 x 75 bp reads. Low quality reads were trimmed and adaptor sequence was removed 

using fastp (v). Short reads were then mapped to mm10 genome using RNA-STAR (v2.7.8a) with 

doublepass parameter. Low quality mapping and duplicated reads were removed and the remaining 

reads was count using featurecount (v) with default paired-end parameter.  

GSEA of top 500 differentially-expressed genes (bulk RNA-seq EGAD00001006133) of residual 

human B-ALL cells after chemotherapies published in (Turati et al., 2021) (corresponding to acutely 

treated vs untreated PDX from patient 2) was performed in pre-leukemic PEtgH2B-GFPtg (Fig. 5 C). 

For the integration of the Immgen database, the same pre-processing pipeline was used for all the 

Immgen fastq (GSE109125) exepted that the reads of the PEtgH2B-GFPtg samples were trimmed to 25 

https://ega-archive.org/datasets/EGAD00001006133
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bp to match the Immgen reads length and avoid mappability bias. The ComBat function in the sva R 

package was used to correct the batch effect between our and Immgen samples. Regularized log-

transformed (rlog) values were calculated by DESeq2, used to calculate k-means and perform our 

integrative approach. 

 

ATAC-seq libraries generation and processing. 

Sorted PEtgH2B-GFPtg populations were prepared according to (Buenrostro et al., 2013) using ATAC-

Seq kit (Active-motif, #53150). The size distribution and concentration of the libraries were assessed on 

Tapestation with a DNA High Sensitivity kit (Agilent Technologies, Santa Clara, CA). Paired-end 37.5 

bp sequences were generated from samples on an NextSeq 500 (Illumina, San Diego, CA, USA), 

generating an average of 125 millions of reads per sample. 

First, FastQC is used to assess the sequence quality. Foreign sequences removal and trimming are 

realised with Sickle (qual threshold 20 and length threshold 20). Sequences were mapped to the murine 

genome with Bowtie2 (2.4.2) (Langmead and Salzberg, 2012) with -X 2000 (maximal fragment length), 

very-sensitive and against mm10. Next, we performed various cleaning steps according to (Berest et al., 

2019): in brief, removing mitochondrial reads, filtering reads with mapping quality <20, removing 

duplicate reads and adjusting read start sites as described previously(Buenrostro et al., 2013) (+4 -5). 

Lastly, a GC bias diagnosis and correction using deepTools was run for each sample. The output of this 

pre-processing pipeline was used to peak calling using MACS2 with -SE -200 -100 -lambdafix 

parameter and removal of blacklisted regions. 

 

diffTF and HINT-atac analysis. 

The complete diffTF pipeline (Berest et al., 2019) was run using TF binding sites (TFBS) generated by 

PWMscan analysis (cutoff p-val: - 0.00001, background base composition: - 0.29;0.21;0.21;0.29) of 

each JASPAR2020 PWMs motifs to obtain position of 644 non redundant and specific motifs. The 

analytical approach was preferred due to the small size of the sample and paired design was used for 

DeSeq2 parameter. For the plotting of individual activity for each TF we used Hint-atac pipeline (Li et 

al., 2019) with standard parameter on the combination of the bam for each condition to scan the 

JASPAR2020 database.   

Fastq ATAC-seq data of interest from Immgen Database was extracted from GSE100738, pre-process 

as described previously and the totality of the reads from all samples was normalized together using 

local loess normalization as described in (Reske et al., 2020) with csaw package. Finally, to represent 

pile-up traces of the integrated data, Becorrect (Gontarz et al., 2020) was used on each bedgraph file 

with their corresponding normalized counts. 

 

Transcriptional regulatory network inference. 

Peaks were associated with putative transcription-factor binding events and target genes to generate a 

prior network: PR|genes| x |TFs| of TF-gene interactions. We used vertebrate motifs from JASPAR2020 to 

scan the differential PEtgH2B-GFPtg peaks, running construct_atac_prior.R script (p-val cutoff =10-5 ; 

window_feature = 25kb; background set as A=0.29, C=0.21, G=0.21, T=0.29). We built gene expression 

models according to (Miraldi et al., 2019) and included our study a target gene expression matrix 

containing the 1625 core PEtgH2B-GFPtg genes for a total of 26 samples : LT-HSC (n=2), MPP1 (n=2), 

ST-HSC (n=2), MPP4 (n=2), CLP (n=2), FrA (n=2), FrBC (n=2), FrE (n=2), H2Bhigh (n=5) and H2Blow 

(n=5). We considered 275 potential TF regulators corresponding to most variable TFs across the 

samples. The parameters used was: moderate prior reinforcement (bias = 0.05), 50 subsamples of size 

0.90 x |samples|, instability cutoff of 0.05 to solve the TF-gene interactions. The prediction based on TF 

mRNA levels (1) and on prior target genes (2), our PEtgH2B-GFPtg TRN size was set to an average of 

15 TFs per gene and result to a total of 24 275 TF-gene interactions.  
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Figure legends.  

Fig. 1: PAX5::ELN induces aberrant B-cells at the pre-leukemic stage.  

(A-C) Phenotypic characterization of the B-cell lineage from the bone marrow (BM) of wt and 

PAX5::ELN (PEtg) pre-leukemic mice (30 days-old, n=4). UMAP of the cell density (A, left panel), of 

the clustering analysis of the B-cell subpopulations (A, central panel) based on the gating strategy shown 

in Fig. S1 B and C, associated with the expression level of CD135, CD19, BP1, CD2, CD25, Ig/ and 

CD23 (A, right panel). Absolute numbers of B-cell subpopulations were calculated (B). UMAP of the 

expression level of B220, Kit, IL7r, IgM and 5 (C).  

(D) Experimental procedure to study the functional impact of PAX5::ELN on B-cells.  

(E) Engraftment efficiency in the recipient BM of primary (I) and secondary (II) mice was analyzed 

each 2 weeks after transplantation.  

(F) UMAP of the CD45.2+ PEtg B-cell subpopulations (left panel) before (steady state) and after 

transplantation in primary, secondary and tertiary recipients, associated with the expression level of Kit 

(right panels).  

(G) Kaplan-Meier survival curve of tertiary recipients transplanted with donor-derived PEtg B-cells.  

(H) Engraftment efficiency in the recipient BM of primary mice was analyzed 3 weeks after 

transplantation. 

(I) Kaplan-Meier survival curve of secondary recipient mice respectively transplanted with donor-

derived Kit+ cells (red) or Kit- cells (blue).  

 

Fig. 2: Cell quiescence is a feature of PAX5::ELN pre-LSCs.  

(A-B) UMAP representation of the wt and PEtg B-cell subpopulations (A, left panel), associated with 

the Ki67 expression level (A, right panel). The arrow indicates the population in G0 phase (Ki67- cells 

in blue) within the aberrant-B cell population. Quantification of the proportion of cells in G0 phase 

(Ki67- cells) within each wt and PEtg B-cell subpopulation (B). 

(C) Pre-leukemic PEtg cells were treated in vitro on MS5 stromal cells with a dose-response of 

Doxorubicine (DOXO), Methotrexate (MTX) or Vincristin (VCR) for 48 hours. Absolute numbers of 

Ki67+ and Ki67- cells within the aberrant-B cell population was then analyzed by FACS and normalized 

to the number of untreated cells.  

(D) Experimental procedure to study cell-division of Kit+ B-progenitors from wt and pre-leukemic PEtg 

mice.  

(E-F) The number of cell divisions (D0 to D9) after the co-culture was then analyzed (E), the proportion 

of cells in each division was quantified and the proliferation index (PI ± SD) was calculated for each 

condition (F, n=2). Red dotted gates were used to purify the D0-2 and D8-9 populations (E). 

(G) Cell clonality analysis of PEtg D0-2, PEtg D8-9 and wt D8-9 populations after RNA-sequencing. 

The proportions of VH(DH)JH and VLJL rearranged transcripts were represented by Circos diagrams. 

(H) Drug sensitivity of PEtg D0-2 and D8-9 cells and of wt D8-9 cells upon the treatment with an IC50 

of DOXO, MTX and VCR during 48 hours (n=3). 

(I-J) Engraftment efficiency 3 and 16 weeks after transplantation (I) and Kaplan-Meier survival curve 

of recipient mice transplanted with D0-2 and D8-9 PEtg cells (J).  

 

Fig. 3: Imbalance of IL7r/JAK-STAT and pre-BCR/BLNK pathways in PAX5::ELN pre-

leukemic cells.  

(A) Simplified schematic representation of the IL7r and pre-BCR signaling pathways adapted from 

(Clark et al., 2014).  

(B) FACS analysis of pStat5 and pFoxo1 on the aberrant-B cell population and on each normal B-cell 

subsets from pre-leukemic PEtg mice after ex vivo IL-7 stimulation (+IL-7) (left panels). FACS analysis 

of pBlnk and pPlc2 after ex vivo H2O2 stimulation (+H2O2) was shown in right panels. 

(C) Representative FACS analysis of pStat5 after IL-7 stimulation (+IL-7) in presence or not (vehicle) 

of 1M Tofacitinib associated with Ki67 expression in normal B-cells and in aberrant-B PEtg cells. 

Unstimulated (-IL-7) were used as controls.  

(D) Venn diagram of PAX5::ELN-modified genes overlapped with a list of Stat5-binding genes arising 

from the ChIP-sequencing of murine Stat5b-induced B-ALL cells (Katerndahl et al., 2017). Numbers in 

plot indicate quantification of genes in each group. Indicated p-value was calculated by hypergeometric 

test.  
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(E) Expression level of selected genes involved in IL7r/JAK-STAT (left panel, Cdkn2a, Il2r, Tnfrsf13b 

and Socs3) and in pre-BCR/BLNK (right panel, CD79b, CD79a, Lyn, Syk, Blnk, Ikzf3 and Irf8) signaling 

pathways extracted from the RNA-sequencing of PEtg D0-2, PEtg D8-9 and wt D8-9 cells. 

 

Fig. 4: Loss of B-cell molecular identity in quiescent pre-LSCs. 

(A) Experimental procedure to study the cell-division kinetic in vivo of wt and pre-leukemic B-cells. 

(B) Representative FACS analysis of GFP expression in B-cells (CD19+CD23-) from the BM of wt H2B-

GFPtg (n=14, upper panels) and pre-leukemic PEtgH2B-GFPtg (n=12, central panels) mice after 0, 1, 2 

and 3 weeks of DOX chase. AUC quantification of the GFP was compared between the two conditions 

(lower panels). 

(C) Quantification of the proportion of GFPhigh within pre-leukemic PEtgH2B-GFPtg (n=12) B-cell 

subpopulations after one week of DOX chase. 

(D) Representative FACS analysis (upper panel) and quantification (lower panel, n=8,) of the proportion 

of G0 (ki67-) and cycling (Ki67+) cells in GFPlow, GFPmed and GFPhigh populations.  

(E) Engraftment efficiency of purified GFPhigh and GFPlow cells form PEtgH2B-GFPtg mice was analyzed 

by FACS 3 and 8 weeks after transplantation. 

(F) Experimental procedure for the molecular characterization of quiescent pre-LSCs in vivo (left panel). 

Scatter plots showing differentially expressed genes (RNA-seq) and differentially chromatin 

accessibility (ATAC-seq signal) between purified GFPhigh and GFPlow cells from PEtgH2B-GFPtg mice 

(right panels).  

(G) TF motifs with differential chromatin accessibility between GFPhigh and GFPlow cells identified and 

sorted using the DiffTF computational tool (Berest et al., 2019). Down- (left panel) and up- (right panel) 

regulated TF accessible regions in quiescent GFPhigh cells were represented.  

(H) GSEA of the well-established list of in vivo PAX5-repressed genes (Revilla et al., 2012) between 

GFPhigh and GFPlow cells. 

(I) Heatmap of genes involved in indicated pathways.  

(J) GSEA of the established list of in vivo mouse HSC quiescence genes (Venezia et al., 2004) between 

GFPhigh and GFPlow cells. 

 

Fig. 5: Transcriptional molecular network reprogrammed in quiescent pre-LSCs.  

(A) Study design for the generation of the pre-LSC transcription regulatory network. 

(B-C) Heatmap of k-means clustering for the differentially accessible region (B) or differentially 

expressed genes (C) integrating the different subsets of the normal B-lymphopoiesis. Cluster are 

separated depending of the correlation with GFPhigh or GFPlow.  

(D) Core TRNs are defined according to enriched positive regulation of upregulated gene (red) or 

negative regulation of downregulated genes (blue) in a given cluster identified in Fig. 5 C (lower panels). 

The significance of enrichment is displayed on the right. The upper panels displayed the number of 

positive (red) and negative (blue) regulatory interactions per TF. The analysis defined five cluster-

specific TRNs and one cluster-shared TRN of the pre-LSC signature. 

(E) GSEA of the list of genes in the “Quiescencelike cluster” (left panel) and in the “Cell-cyclelike cluster” 

(right panel) and identified in Fig. 5 C between human CD34+ HSPCs modified or not (shCTL) with 

EGR1 shRNA (shEGR1) (Stoddart et al., 2022). 

(F) Molecular network of genes from TRN#1 of Fig. 5 D. Node colour represents the log-fold difference 

between GFPhigh and GFPlow subset and node size represents the base-mean expression. Target genes 

positively regulated by the four TFs Egr1, Mnt, Klf6 and Atf3 were annotated.  

 

Fig. 6: EGR1 activation in quiescent and therapy-resistant human B-ALL.  

(A-B) GSEA of the up- (left panels) and down- (right panels) regulated genes from CFSE label-retaining 

human B-ALL cells (LRC signature, A) or from residual human B-ALL cells after chemotherapies 

(MRD signature, B) (Ebinger et al., 2016) between GFPhigh and GFPlow cells.  

(C-H) Experimental procedure to explore EGR1 expression in resistant human B-ALL cells (C). 

Leukemic blasts from the “de novo” B-ALL patient HB#010 were transplanted into NSG mice (n=11). 

The proportion of hCD45+hCD19+ B-ALL blasts in BM aspirations was assessed 4 and 16 weeks after 

transplantation (D). Engrafted mice were randomly selected for treatment (CHEMO, n=6) or not 

(vehicle, n=5) with a chemotherapeutic cocktail (DEXA+VCN) during 3 weeks. Human B-ALL 
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reconstitution (number of hCD45+hCD19+ B-ALL blasts) was monitored by FACS in the BM and the 

spleen after the treatment (E). Spleen weight was measured and picture of the spleen was shown (F). 

Ki67 expression was determined by FACS in blasts from the BM of treated and untreated mice (G). 

Engrafted blasts were purified and mRNA levels of the human EGR1 were determined by quantitative 

RT-PCR and normalized to ABL1 gene (H).  

(I-K) Experimental procedure to explore EGR1 expression in quiescent human B-ALL cells (I). 

Leukemic blasts from the “de novo” B-ALL patient HB#002 were stained with CTV and the number of 

cell divisions (D0 to D4-5) after the co-culture was then analyzed (J). The proportion of cells in each 

division was quantified (J, left panel). Red dotted gates were used to purify the D0 (CTVhigh) and D4-5 

(CTVlow) populations (J, right panel) and the expression of human EGR1 were determined by 

quantitative RT-PCR (K).  

(L) EGR1 expression and its associated clinical outcome in B-ALL patient extracted from (Gu et al., 

2019). Event-free survival (EFS) curves of B-ALL patients with EGR1 expression below (blue) and 

above (red) to the median. Patients are classified within the different B-ALL oncogenic subgroups.  
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Supplementary Fig 4. (A) Representative FACS analysis of GFP expression in the different B-cell 

subsets from wt H2B-GFPtg (left panels) and pre-leukemic PEtgH2B-GFPtg (right panels) mice after 0, 

1, 2 and 3 weeks of DOX chase. The proportion of GFPhigh cells is indicated for each time point. (B) 

Heatmap of metascape results of the top selected pathways between all the differentially expressed genes 

between GFPhigh and GFPlow cells. (C) Heatmap of enrichment analysis of differentially accessible 

regions obtained with Cistrome-GO. (D) Comparison of the accessibility footprint of Ebf (left panel) 

and Spi (right panel) motifs (ATAC-seq data) between GFPhigh (purple) and GFPlow (green) cells. (E) 

GSEA of the well-established list of in vivo PAX5-activated genes (Revilla et al., 2012) between GFPhigh 

and GFPlow cells. (F) Comparison of Spi1 (left panel) and Runx1 (right panel) expression (RNA-seq 

data) between GFPhigh (red) and GFPlow (blue) cells. (G) GSEA of the established list of in vivo human 

HSC quiescence genes (Garcia-Prat et al., 2021) between GFPhigh (red) and GFPlow (blue) cells. 

 

Supplementary Fig 5. (A) Boxplot of normalized gene expression from the MLPlike cluster (left panel) 

and the HSPClike cluster (right panel) in each sample of the normal B-lymphopoiesis (RNA-seq from 

ImmGenn consortium) and in GFPhigh and GFPlow samples. (B) Boxplot of normalized gene expression 

from the Quiescencelike cluster (left panel) and the Cell-cyclelike cluster (right panel) in each sample of 

the normal compartments and in GFPhigh and GFPlow samples. (C) Representative pile-up traces of 

ATAC-seq signals (left panel) for genomic region of Dtx4 gene and Camk1g gene. mRNA levels are 

indicated with bar plots for each population from the normal lymphopoiesis and are shown in red and 

blue dots in GFPhigh and GFPlow paired samples, respectively. (D) Heatmap of normalized expression of 

genes from the molecular network (TRN#1 of Fig. 5 D and Fig. 5 F) integrating the different subsets of 

the normal B-lymphopoiesis.  

 

Supplementary Fig 6. (A) GSEA of the up- (left panel) and down- (right panel) regulated genes from 

residual human B-ALL cells after chemotherapies (Turati et al., 2021) between GFPhigh and GFPlow cells. 

(B-G) Experimental procedure to explore EGR1 expression in resistant human B-ALL cells (B). 

Leukemic blasts from the “de novo” B-ALL patient HB#007 were transplanted into NSG mice (n=11). 

The proportion of hCD45+hCD19+ B-ALL blasts in BM aspirations was assessed 12 and 32 weeks after 

transplantation (C). Engrafted mice were randomly selected for treatment (CHEMO, n=5) or not 

(vehicle, n=5) with a chemotherapeutic cocktail (DEXA+VCN) during 1 week. Human B-ALL 

reconstitution (number of hCD45+hCD19+ B-ALL blasts) was monitored by FACS in the BM and the 

spleen after the treatment (D). Spleen weight was measured and picture of the spleen was shown (E). 

Ki67 expression was determined by FACS in blasts from the BM of treated and untreated mice (F). 

Engrafted blasts were purified and mRNA levels of the human EGR1 were determined by quantitative 

RT-PCR and normalized to ABL1 gene (G). (H-J) Experimental procedure to explore EGR1 expression 

in quiescent human B-ALL cells (H). Leukemic blasts from the “de novo” B-ALL patient HB#008 were 

stained with CTV and the number of cell divisions (D0 to D4-5) after the co-culture was then analyzed. 

Red dotted gates were used to purify the D0 (CTVhigh) and D4-5 (CTVlow) populations (I) and the 

expression of human EGR1 were determined by quantitative RT-PCR (J). (K) EGR1 expression and its 

associated clinical outcome in B-ALL patient extracted from (Gu et al., 2019). Event-free survival (EFS) 

curves of total B-ALL patients with EGR1 expression below (blue) and above (red) to the median. (L) 

EGR1 expression in the different B-ALL oncogenic subgroups was shown. 

 

Supplementary Table 1. List of FACS antibodies used for the phenotypic characterization of the B-

cell lineage. The combination of markers for the multiparametric immunostaining used in each figure 

were indicated.  

 

Supplementary Table 2. Results of differentially expressed genes of PEtg D0-2, PEtg D8-9 and Wt D8-

9 cells analysed with DESeq2. Related to Fig. 3 D and E. 

 

Supplementary Table 3. Results of differentially expressed genes (RNA-seq) of GFPhigh and GFPlow 

cells analysed with DESeq2. Significantly differentially expressed genes were listed and used with 

Metascape tool to test the biological enrichment of pathway and Gene Ontology. Related to Fig. 4F, H, 

I, J and Fig. S4B, E, F, G. 
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Supplementary Table 4. Results of differentially accessible regions (ATAC-seq) of GFPhigh and GFPlow 

cells and their associated TF activity analysed with diffTF pipeline. Related to Fig. 4F, G and Fig. S4C.  

 

Supplementary Table 5. Clustering data (Kmeans) of significantly modified genes (related to Fig. 5 C, 

Fig. S5 A, B and Table S3) and peaks (related to Fig. 5 B and Table S4) from pre-leukemic GFPhigh and 

GFPlow according to their signal in the different steps of the normal differentiation (extracted form RNA-

seq and ATAC-seq Immgen datasets). Table of the “final” TRN and of the cluster-specific TRN#1 

calculated with LASSO-StARS framework were provided. Related to Fig. 6 D and F. 
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Résumé graphique des résultats obtenus 

Dans l’ensemble, mes résultats indiquent qu’une population B pré-leucémique aberrante 

contient des cellules quiescentes qui sont résistantes aux agents conventionnels de 

chimiothérapie, qui ont perdu partiellement leur identité de cellules B au profit de la réactivation 

d’un programme moléculaire de CSPHs normales, et qui sont à l’origine de l’initiation et la 

transformation tumorale (Figure 49).  

 

Dans la suite de ce manuscrit, j’ai choisi de développer dans une première partie une 

réflexion globale autour de mes résultats et notamment de discuter leur potentielle portée 

clinique. Cette réflexion s’articulera autour de la description d’expériences que je considère 

comme pertinentes pour développer et étayer mes hypothèses.  

Dans une deuxième partie, je discuterai les différentes perspectives directes de mon 

étude, en exposant les travaux déjà initiés dans le laboratoire et pour lesquels j’ai été impliqué 

durant ma thèse.  

 

 

Figure 49 : Illustration graphique des résultats obtenus récapitulant les caractéristiques 

phénotypiques, fonctionnelles et moléculaires des pré-CSLs PAX5-ELN mises en évidence par 

mes travaux de thèse.   
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DISCUSSION DES RESULTATS OBTENUS 

Prendre avantage du phénotype aberrant des pré-CSLs pour leur identification chez 

l’Homme 

Mes résultats indiquent que l’oncogène primaire PAX5-ELN perturbe la différenciation 

B et permet ainsi l’émergence de cellules au phénotype aberrant au stade pré-leucémique. Les 

cellules aberrantes PEtg ne se retrouvent pas bloquées à un stade de la différenciation précis. En 

effet, l’exploration de certains marqueurs tels que BP1, CD2, CD25, et Ig révèle une 

progression phénotypique au sein même des cellules aberrantes PEtg, réminiscence d’une 

différenciation B normale (Fig 1A). En revanche, la nature aberrante de cette population 

s’explique par l’expression inappropriée et concomitante des marqueurs B220, Kit, IL7r, IgM 

et 5 (Fig 1C). Il est montré que la prise en compte de l’hétérogénéité leucémique est importante 

pour comprendre précisément la pathologie (Hanahan 2022) et mes résultats indiquent que 

l’étude de l’hétérogénéité du stade pré-leucémique est tout aussi cruciale. De nombreuses 

études utilisant des modèles murins de LAL stipulent que le stade pré-leucémique se définit par 

un blocage complet de la différenciation, et considèrent donc les cellules pré-leucémiques 

comme une entité relativement homogène (Smeenk et al. 2017; Ramamoorthy et al. 2020). Mes 

résultats vont à l’encontre de ce type de représentation et soulignent qu’un oncogène primaire 

peut bloquer la différenciation de façon partielle, faisant du stade pré-leucémique un continuum 

de cellules altérées. Ce constat est souligné par les études menées par l’équipe de Katia 

Georgopoulos, démontrant que tous les stades de la différenciation B ne sont pas impactés de 

la même façon par un oncogène (Hu et al. 2016; Georgopoulos 2017).  

Combinées au phénotype aberrant des cellules leucémiques de la MRD chez l’homme 

(Theunissen et al. 2017) et des cellules pré-leucémiques des jumelles monochorioniques ETV6-

RUNX1 (Hong et al. 2008), mes résultats obtenus à l’aide du modèle de souris PAX5-ELN 

renforcent l’idée que la combinaison inappropriée de marqueurs phénotypiques pourrait être 

une approche fiable pour identifier des cellules pré-leucémiques chez le patient. Comme nous 

l’avons vu dans l’introduction, une part non négligeable de la population possède des cellules 

pré-leucémiques de LAL-B à la naissance (0,6% pour TCF3-PBX1 et 3% pour ETV6-RUNX1), 

dû à l’acquisition de l’évènement oncogénique primaire in utero (Zuna et al. 2011; Hein et al. 

2019). Actuellement, l’étude des cellules pré-leucémiques, que cela soit au niveau fonctionnelle 

ou moléculaire, passe essentiellement par des modélisations murines ou in vitro. En effet, leur 

détection chez l’Homme dans le but de les isoler et les étudier est particulièrement challengeant. 

Parmi les approches possibles, le « single-cell » RNA-seq couplé à du « targeted genome 
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sequencing » pourrait être intéressant, mais la fréquence de la population pré-leucémique à la 

naissance étant particulièrement faible (0,01 à 0,0001% des cellules CD19+), il n’est pas réaliste 

de séquencer 200 000 cellules CD19+ par individu.  

De plus, il semble nécessaire d’être capable d’identifier des cellules portant différents 

évènements primaires. Pour surpasser ces problèmes, il faudrait théoriquement utiliser des 

marqueurs représentatifs d’une perturbation amenée quel que soit l’oncogène. C’est pourquoi 

il serait intéressant de se focaliser sur des gains fonctionnels tel que l’auto-renouvellement ou 

la quiescence cellulaire. En effet, comme mes résultats et ceux d’autres études le reportent 

(Hong et al. 2008; Duque-Afonso et al. 2015), un oncogène primaire reprogramme des 

propriétés d’auto-renouvellement à un progéniteur pré-leucémique. Néanmoins, l’identification 

de ce trait fonctionnel chez l’homme me semble compliqué car il nécessiterait la transplantation 

de souris NSG en grand nombre. Enfin, mes résultats, corroborés par ceux d’autres études dans 

les LAL (Tremblay et al. 2018; Mehtonen et al. 2020), indiquent qu’un gain de quiescence 

cellulaire induit par l’action d’un oncogène primaire, est une caractéristique commune des pré-

CSLs.  

Mis ensemble, ces notions m’amènent donc à penser qu’il serait possible de tirer profit 

du caractère phénotypique et fonctionnel aberrant des cellules pré-leucémiques pour leur 

détection chez l’Homme. C’est pourquoi il serait pertinent d’inclure pour cela des marqueurs 

du cycle cellulaire tel que le ki67, combiné à un phénotypage multiparamétrique en cytométrie, 

pour la détection des cellules pré-leucémiques dans le sang de cordon. L’avantage de la 

cytométrie en flux est la combinaison d’une résolution « single-cell » pour un coût et un temps 

d’acquisition faible (plusieurs millions de cellules pour quelques minutes). Afin d’identifier par 

cytométrie les pré-CSLs chez l’Homme, je proposerais donc de combiner une approche de RT-

qPCR ciblant des oncogènes primaires (ETV6-RUNX1, TCF3-PBX1) à partir de cellules 

enrichis en CD34+ et en CD19+ de sang de cordon, avec un panel complexe de cytométrie. 

L’approche par RT-qPCR nous permettrait qualitativement de valider si un échantillon est 

positif ou non et nous orienterait sur les proportions attendues de pré-CSLs. En cas de positivité, 

un panel de cytométrie spécifique serait utilisé.  

Lors de ma thèse, j’ai mis en place un panel d’anticorps en cytométrie de flux permettant 

de discriminer les LAL-B humaines tout en les replaçant dans la différenciation B normale 

humaine (Figure 50). Celui-ci est inspiré des différents panels de l’équipe de Nolan (Bendall et 

al. 2014; Good et al. 2018) combinés à certains marqueurs de la MRD (CD81, CD58). Il pourrait 
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servir de proposition de départ à l’élaboration d’un panel capable de discriminer des pré-CSLs 

chez l’homme. Ce panel, associé au marqueur Ki67, permettrait de discriminer des cellules 

aberrantes pré-leucémiques de par : (1) un niveau de quiescence aberrant dans une population 

(marqueurs de cycle cellulaire), (2) la combinaison anormale de marqueurs phénotypiques 

(marqueurs de la différenciation) et (3) un niveau d’expression anormale de marqueurs 

phénotypiques (marqueurs de la MRD). 

 

 

La polarisation du pré-BCR permet-elle des divisions asymétriques pour maintenir 

l’activité des pré-CSLs ? 

Une des propriétés fonctionnelles que l’oncogène PAX5-ELN confère aux cellules pré-

leucémiques est la capacité d’auto-renouvellement. Celle-ci est décrite comme étant dépendante 

de deux mécanismes interconnectés : le premier est la localisation des cellules pré-leucémiques 

au sein de niches hématopoïétiques et le second est la mise en place de mécanismes de division 

permettant leur maintien et leur expansion.  

Au stade pré-leucémique, les poids des rates des souris PAX5-ELN sont inférieurs à 

ceux des souris sauvages, reflet du blocage partiel de différenciation observé dans la moelle 

osseuse (Jamrog et al. 2018). De plus, les rates des souris pré-leucémiques ne comportent 

pas/très peu de cellules aberrantes, suggérant une dépendance majeure des pré-CSLs pour leur 

environnement médullaire. Aussi, malgré que la prolifération des cellules aberrantes soit 

globalement diminuée comparativement aux cellules de la lymphopoïèse B normale (Fig 2E-

F, 4B) on observe leur expansion dans le temps. En effet, la proportion des cellules aberrantes 

au sein des cellules B est de 40% à 26 jours et augmente jusqu’à un seuil de 80% à 90 jours, 

seuil qui ne sera dépasser qu’après l’acquisition d’une mutation secondaire. Ces résultats 

suggèrent fortement des capacités d’auto-renouvellement à l’état d’équilibre. En conditions 

challengées, mes expériences de transplantations valident ce gain de capacités d’auto-

Figure 50 : Réduction dimensionnel en Trimap de cellules de moelle osseuse de sujets sains 

fenêtré sur les cellules CD34+ associé aux cellules CD19+.  
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renouvellement des cellules exprimant l’oncogène (Fig 1D-I) et plus spécifiquement des 

cellules quiescentes (Fig 2I). De plus, mes résultats indiquent que les cellules aberrantes 

présentent une accumulation de pré-BCR ainsi que du récepteur kit à leur surface (Fig 1C).  

Tel que décrit dans mon introduction, le pré-BCR et le récepteur Kit sont incriminés 

dans des mécanismes de polarisation chez les progéniteurs B (Rossi et al. 2006) et les CSHs, 

respectivement (Hao et al. 2021). Cette polarisation est essentielle pour les mécanismes de 

divisions asymétriques visualisés dans les CSHs et les lymphocytes B. Le niveau d’expression 

de kit et du pré-BCR à la surface des cellules aberrantes corrèle fortement (R² > 0,9). 

L’expansion des cellules aberrantes PAX5-ELN est associée à la surexpression de gènes codant 

des intégrines telles que Itga4, Itga2, Itgb2, Itgb4… Enfin, les pré-CSLs quiescentes sont 

enrichies pour l’expression des protéines de répartition asymétrique Cdc42 et Taz tandis que 

les cellules pré-leucémiques proliférantes possèdent une activité Myc augmentée. Au vu de la 

littérature sur la polarisation cellulaire, ces résultats suggèrent que les cellules aberrantes 

pourraient être capables de se polariser grâce au pré-BCR et ce, en présence de kit, ce qui n’est 

normalement pas possible dans la lymphopoïèse B normale. La question ici est : est-ce qu’un 

mécanisme de division asymétrique pourrait favoriser l’auto-renouvellement et de façon 

concomitante, maintenir la quiescence cellulaire ?  

Pour valider cette hypothèse je proposerais d’utiliser les souris H2B-GFP pour comparer 

la répartition du Cdc42, de Taz et de Myc dans les pré-CSLs quiescentes et les cellules pré-

leucémiques proliférantes par immunofluorescence. Cette approche pourrait être combinée à 

des analyses de vidéo-microscopie, afin de suivre l’agrégation de kit et du pré-BCR à la 

membrane pour valider leur implication dans la polarisation cellulaire. Pour cela, des conditions 

de cultures optimisées devront être utilisées afin de reproduire les interactions physiologiques 

entre les cellules du micro-environnement et les pré-CSLs. Afin de reproduire ces interactions, 

je proposerais d’essayer tout d’abord des conditions de co-culture avec des cellules stromales 

classiques telles que les cellules MS5 ou bien OP9. Ensuite, il pourrait être réalisés des co-

cultures sur cellules issus du micro-environnement de la moelle osseuse de souris PAX5-

ELN capables de secréter de l’IL7 et du Kitl: Osteo-CAR (Cd45-, Lin&Cd71-, 

Cd31&Cd144low/neg, Sca-, CD249-, CD200+, Cd61high), Adipo-CAR (Cd45-, Lin&Cd71-, 

Cd31&Cd144low/neg, Sca-, CD249+, CD200+, Cd61low), et MSC (Cd45-, Lin&Cd71-, 

CD31&CD144neg, Sca-, CD200+, NG2+, Cd61high) (Baccin et al. 2020; Balzano et al. 2019). En 

effet, ce type d’approches permettrait d’identifier des spécificités d’interactions cellule-cellule 

requises pour les mécanismes de division asymétrique des pré-CSLs quiescentes et préciserait 
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la niche hématopoïétique responsable de ce gain de fonction. Des coupes de moelle osseuse 

pour visualiser in vivo cette dépendance du micro-environnement seraient également 

pertinentes. Il sera possible de réutiliser des protocoles que j’ai mis en place pendant ma thèse 

pour étudier le micro-environnement médullaire (Figure 51). Toujours par l’utilisation des 

souris H2B-GFP, un marquage DAPI, Lin (Gr1, Cd3, Ter119, Cd11b, Igkl), Cd19, H2B-GFP, 

Emcn&Sca permettrait de discriminer les niches des pré-CSLs quiescentes et celles des cellules 

pré-leucémiques proliférantes. Pour affiner cette analyse, il serait possible de réaliser des 

approches d’immunofluorescence par round tel que le permet le protocole IBEX (Radtke et al. 

2020; Radtke et al. 2022). Cette approche rend possible l’acquisition de jusqu’à 40 marqueurs 

sur la même coupe. Il s’agit de l’analyse successive d’anticorps couplés à des fluorochromes 

que l’on photoblanchie après chaque round d’acquisition (Figure 51). Seul le marqueur 

nucléaire persiste malgré le photoblanchiment et sert de référence pour aligner les images de 

l’ensemble des rounds d’acquisition. L’avantage de cette approche, comparativement à la 

microscopie de masse créée par le laboratoire de Nolan, est qu’elle est utilisable sur n’importe 

quel microscope à immunofluorescence avec des anticorps non propriétaires.  

 

Après l’observation de ce mécanisme de polarisation dans les processus de division 

asymétrique des pré-CSLs, je propose de confirmer son rôle dans le maintien de l’activité des 

pré-CSLs. Pour cela, le croisement de nos souris PEtg avec des souris Lambda5-/- ou non 

crosslinkable permettrait d’observer l’effet de l’absence d’agrégation du pré-BCR au stade pré-

Figure 51 : Image d’une coupe de moelle osseuse de souris pré-leucémique PAX5-ELN acquise 

par immunofluorescence (panel de gauche). Schéma représentatif de la stratégie IBEX 

d’immunofluorescence par round permettant l’acquisition sur une même coupe de plusieurs 

dizaines de marqueurs (panel de droite). 
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leucémique in vivo et de déterminer si la fonction d’auto-renouvellement et d’initiation 

leucémique est altérée.  

Le stress oncogénique induit-il une addiction aux signaux pro-survies 

Mes résultats indiquent que la mise en place d’un phénotype aberrant est associée à la 

dérégulation de certaines signalisations clés de la différenciation B. En effet, en combinant des 

approches de phospho-protéomique et de transcriptomique, mes données indiquent que la 

suractivation de la voie STAT5, normalement réprimée par l’axe pro-différenciation du pré-

BCR, participe à la perturbation de la différenciation B (Fig 3). Le pouvoir leucémogénique de 

la voie JAK-STAT est déjà extensivement discuté dans les LAL-B (Malin, McManus & 

Busslinger 2010). Cependant, l’addiction des cellules pré-leucémiques pour l’activation de la 

voie JAK-STAT reste à définir. Dans la différenciation B normale, la voie de signalisation 

IL7R-STAT5 permet aux cellules pro-B de survivre au stress induit par les réarrangements des 

IgH. C’est pourquoi je fais l’hypothèse que les cellules aberrantes B sont soumises à un stress 

qui les rend dépendantes à la signalisation pro-survie JAK-SAT. Cette hypothèse s’appuie sur 

l’observation d’un niveau d’apoptose important dans les cellules aberrantes, associé à une 

baisse de l’expression global de B220 et de CD45. Les protéines B220 et CD45 sont deux 

isoformes codées par le gène PTPRC. Il s’agit de phosphatases ayant de très nombreuses cibles 

cytoplasmiques. Elles participent à définir un seuil minimal de phosphorylation à atteindre pour 

induire efficacement une cascade de signalisation. Il est notamment reporté que le CD45 est un 

régulateur négatif de la voie JAK/STAT (Tchilian & Beverley 2006) ainsi que de la tyrosine 

kinase LYN (Katagiri et al. 1999). Le niveau de CD45 est très différent entre des CSHs et des 

cellules hématopoïétiques matures (Lymphocytes T ou B recirculant). Ceci suggère que la 

plasticité cellulaire des CSHs, qui leur permet de répondre à grande diversité de stimuli, est 

dépendante en parti du niveau de CD45 exprimé par la cellule. Lors d’un stress cellulaire telle 

que l’irradiation, j’ai pu observer que l’apoptose induite dans les lymphocytes B était associée 

à une diminution d’expression de B220. Plus précisément, dans des souris WT, les progéniteurs 

B apoptotiques présentent un niveau d’expression de B220 similaire à celui des cellules 

aberrantes B de souris pré-leucémiques. Ces résultats suggèrent qu’un stress est induit dans les 

cellules exprimant l’oncogène, comme on peut l’observer lors de l’irradiation d’une cellules B 

normale. De plus, les cellules aberrantes PAX5-ELN activent STAT5 à un niveau comparable 

(voire plus élevé) de celui des cellules pro-B (niveau maximum physiologique de pSTAT5 

observé). Le stade de différenciation pro-B est celui dans lequel l’expression de l’oncogène 

PAX5-ELN débute (Jamrog et al. 2018). De plus, la culture des progéniteurs B aberrants en 
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absence d’Il7, ou avec une faible dose, induit une forte mortalité cellulaire par apoptose des 

cellules aberrantes. Mis ensemble, ces observations m’amènent à l’hypothèse que la 

signalisation induite par STAT5 est cruciale pour les cellules aberrantes, afin de survivre au 

stress induit par l’oncogène. Il ne subsisterait alors en présence de l’oncogène que les cellules 

dans lesquelles la signalisation Il7R-STAT5 est la plus élevée. Ceci explique probablement 

pourquoi un faible niveau d’expression des phosphatases B220 et CD45, qui contrôlent le seuil 

d’activabilité de la voie JAK/STAT, est retrouvée dans les cellules aberrantes.  

Afin de valider expérimentalement cette hypothèse, je propose de traiter à différentes 

doses d’inhibiteurs de la voie JAK/STAT (Dasatinib et Tofacitinib) ou d’anticorps anti-IL7 des 

souris pré-leucémiques afin d’observer comment le traitement impacte la population pré-

leucémique. Cependant, la mise en place des cellules aberrantes a lieu probablement dès la 

période embryonnaire. C’est pourquoi il serait difficile en traitant des souris jeunes de 

différencier, (1) un effet sur la mise en place même de la population pré-leucémique, (2) d’un 

effet sur une population pré-leucémique pré-existante. Une autre approche expérimentale 

permettrait de s’affranchir de cette problématique. En effet, la transplantation de LSK PEtg dans 

des souris receveuses traitées avec des inhibiteurs de JAK ou des anticorps anti-IL7 serait 

pertinente. Elle permettrait de trancher sur l’importance de la voie Il7R STAT5 dans la genèse 

et le maintien de la population B pré-leucémique nouvellement générées in vivo à partir des 

LSK PEtg transplantées. Il sera néanmoins important de trouver une dose de drogue adaptée. En 

effet, une trop forte dose d’inhibiteur mimant l’absence de la signalisation IL7r-STAT5, 

pourrait aussi empêcher la mise en place de la lymphopoïèse B complète (von Freeden-Jeffry 

et al. 1995; Corcoran et al. 1998). L’idéal serait donc d’utiliser plusieurs doses afin d’en 

discriminer une qui pourrait impacter la population pré-leucémique sans bloquer la 

différenciation B normale.  

Contrebalancer la signalisation JAK/STAT par l’intermédiaire de BLNK 

La balance signalétique entre la voie JAK-STAT et celle du pré-BCR implique de très 

nombreux acteurs moléculaires permettant de réguler finement l’avancée de la différenciation 

B. La protéine adaptatrice BLNK y joue un rôle majeur, de par son implication dans une cascade 

de signalisation favorisant la modification du paysage signalétique de la cellule (Ochiai et al. 

2012). Il est intéressant de noter que BLNK est presque complètement absent de l’ensemble 

des cellules aberrantes B, que ce soit au niveau transcriptionnelle, protéique ou 

phosphoprotéique (Fig 3B, 3E). Il ne peut donc pas jouer son rôle de répresseur de la 

signalisation JAK/STAT dans les cellules pré-leucémiques PAX5-ELN (Fig 3A). De plus, il 
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est décrit dans la littérature que les modèles murins délétés pour BLNK possèdent une 

susceptibilité accrue à la transformation (Nakayama et al. 2009). Ce constat soulève la question 

du rôle de BLNK dans la leucémogenèse de notre modèle. Pour y répondre, il serait possible 

de réaliser un « sauvetage » de l’expression de BLNK dans des cellules aberrantes. Ceci 

permettrait de déterminer si l’expression de BLNK est suffisante pour induire la mort cellulaire 

ou restaurer le processus de différenciation B. Pour cela, la transduction de LSK avec un 

lentivirus permettant l’expression de BLNK sous le contrôle d’un promoteur B spécifique 

pourrait être réalisée. Une seconde approche serait de transduire directement des cellules 

aberrantes avec des lentivirus permettant l’expression de BLNK.  

Détournement de la signalisation STAT5 en contexte de quiescence ? 

 Mes résultats indiquent une activation globale de STAT5 dans les cellules aberrantes B 

pré-leucémiques, qu’elles soient proliférantes ou quiescentes. Il est intéressant de noter que ce 

pattern d’activation n’est pas retrouvé dans la lymphopoïèse B normale, où toutes les cellules 

activant STAT5 se trouvent dans le cycle cellulaire (Fig 3C). Ce constat amène à la question 

suivante : une même signalisation peut-elle induire un programme moléculaire différent dans 

une cellule suivant son état dans le cycle cellulaire ? Comme il est reporté que STAT5 permet 

aux CSHs de retourner en quiescence et d’amener à la dormance après un stress aigu (Venezia 

et al. 2004; Wang et al. 2009), est-il possible d’imaginer que certaines cibles de STAT5 soient 

spécifiquement régulées dans les pré-CSLs quiescentes ? Pour répondre à cette question, des 

expériences de CUT&TAG de STAT5, combinées à des CUT&TAG de marques activatrices 

(H3K4, H3K27ac) et inhibitrices (H3K27me3, H3K9me2/me3) pourraient être réalisées sur des 

CSHs actives (MPP1 : LSK CD150+CD48-CD34+) et dormantes (LT-HSC : LSK 

CD150+CD48-CD34-). Ce profil pourrait ensuite être confronté à celui de cellules pré-

leucémiques actives (H2B-GFPlow) et quiescentes (H2B-GFPhigh) afin de discriminer le réseau 

de régulation transcriptionnelle de STAT5 spécifiquement activé dans des cellules quiescentes.   

La transformation leucémique est-elle dépendante d’un « priming » signalétique ? 

Aussi, il est intéressant de constater que les pré-CSLs quiescentes, en plus de la 

signalisation STAT5, semble élargir leur réactivité à d’autres voies telles que les voies 

dépendantes de ERK et de STAT3. Or, dans la différenciation normale, la voie de signalisation 

Il7R STAT5 est exclusive de la voie ERK-STAT3. Mes analyses transcriptionnelles indiquent 

que les cellules H2B-GFPhigh présentent une expression augmentée d’une large diversité de 

récepteur cytokinique (Cxcr4, Il6r, Il10ra, Pdgfra, Il2ra, Il4ra …) ce qui suggèrent qu’elles sont 



157 

 

capables de répondre à une plus grande pluralité de signaux. Le fait d’identifier une très large 

diversité de signaux activables dans les pré-CSLs, cellules à l’origine de la leucémie, pourrait 

suggérer que cette sensibilité joue un rôle dans la susceptibilité à la transformation. Cependant, 

une fois transformées, les cellules leucémiques privilégient l’activation soit de la voie JAK-

STAT, soit de la voie RAS/MAPK par l’acquisition d’évènements secondaires (Chan et al. 

2020). Cela amène à la question suivante : un signal doit-il préexister au stade pré-leucémique 

afin d’être sélectionné par une mutation secondaire ? Pour valider cette hypothèse, des 

traitements in vivo au stade pré-leucémique par des inhibiteurs de la voie RAS ou STAT5 

pourraient être utilisés afin de déterminer s’ils réduisent l’acquisition des évènements 

secondaires associés. Une autre stratégie pourrait être de croiser des modèles transgéniques de 

souris hétérozygotes Stat5+/- ou Ras+/-, avec nos souris PEtg et d’analyser l’incidence sur 

l’acquisition et l’identité des mutations secondaires.  

Concomitance des processus de différenciation et de reprogrammation ? 

La plasticité cellulaire est un processus fortement étudié dans les iPSCs ainsi que dans 

les CSHs. Cependant, l’implication de la plasticité cellulaire dans la leucémogenèse n’est 

actuellement que peu adressée. Quelques études font figure d’exception en s’intéressant 

notamment aux « Mixed-Phenotype Acute Leukemia » (MPAL), un type de leucémies 

possédant conjointement des marqueurs retrouvés dans les LAL et les LAM. Les études portant 

sur cette pathologie indiquent que l’évènement primaire associé à un contexte cellulaire 

spécifique peut induire un processus d’infidélité de lignage (Alexander et al. 2018). Mon 

approche d’ATAC-seq révèle une baisse d’activité transcriptionnelle de PAX5 et de EBF1 dans 

les pré-CSLs quiescentes (Fig 4G, S4D). Ces deux facteurs de transcription sont considérés 

comme des régulateurs clés du maintien de l’identité B, comme le prouve les expériences de 

transdifférenciation permise en absence de PAX5 dans des progéniteurs B (Nutt et al. 1999). 

Mes résultats suggèrent donc que la présence de l’oncogène PAX5-ELN mime en partie une 

absence de PAX5 dans les cellules quiescentes. Plus précisément, l’activité de répression 

transcriptionnelle de PAX5 semble particulièrement atteinte. En effet, mes résultats indiquent 

un enrichissement des cibles physiologiquement réprimées par PAX5 dans les pré-CSLs 

quiescentes (H2B-GFPhigh) (Fig 4H, S4E).  

Ces résultats sont renforcés par l’analyse des régions différentiellement accessibles 

(ATAC-seq) et des gènes différentiellement exprimés (RNA-seq) entre les pré-CSLs 

quiescentes (H2B-GFPhigh) et les cellules pré-leucémiques actives (H2B-GFPlow). Mon 

approche a tout d’abord consisté à extraire les données d’ATAC-seq et de RNA-seq issues des 
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différents compartiments de la différenciation normale (allant de LT-HSC aux cellules 

immature B). Puis les « peaks » (ATAC-seq) et les gènes (RNA-seq) différentiellement 

exprimés entre les cellules H2B-GFPhigh et H2B-GFPlow ont été « clustérisés » suivant leur 

signal dans la différenciation normale (Fig 5A-C).  

Cette analyse révèle que les régions ouvertes de la chromatine de progéniteurs B 

(exprimant PAX5) sont enrichies dans les cellules pré-leucémiques actives (H2B-GFPlow, Fig 

5B). En revanche, ce sont les régions ouvertes des populations « MLP » et « HSPCs » (qui 

n’expriment pas PAX5) qui sont fortement représentées dans les pré-CSLs quiescentes (H2B-

GFPhigh, Fig 5B). Il y aurait donc, dans les pré-CSLs quiescentes, un environnement favorisant 

une perte d’activité répressive de facteurs d’identité B tel que PAX5 et de façon concomitante, 

un gain d’activité pour des facteurs d’immaturité tels que Spi1 et Runx1 (Fig 4G). De plus, les 

données RNA-seq indiquent que les pré-CSLs quiescentes sont enrichies en clusters de gènes 

fortement exprimés dans les HSPCs et les MLP (Fig 5C), confirmant au niveau transcriptionnel, 

une plasticité et une reprogrammation moléculaire (du moins partielle) des cellules initiatrices 

de la leucémie.  

De plus, de façon contre intuitive, mes données d’ATAC-seq et de RNAseq indiquent 

que dans un même temps : les pré-CSLs quiescentes (H2B-GFPhigh) possèdent une signature de 

cellules B plus différenciée (cluster Immature-Blike, Fig 5C) combinées aux signatures 

d’immaturité (clusters MLPlike, HSPClike, Fig 5C). La réminiscence de la différenciation B 

normale visualisée au niveau phénotypique chez les cellules aberrantes PAX5-ELN (Fig 1A) 

semble donc aussi se vérifier au niveau transcriptionnel, et place les pré-CSLs quiescentes plus 

loin dans le processus de différenciation que les cellules pré-leucémiques proliférantes. 

L’utilisation de données « single cell RNA-seq » pourrait permettre d’avoir un meilleur aperçu 

de la concomitance des mécanismes de reprogrammation et de différenciation observés au sein 

de la population pré-leucémique quiescente. En effet, une expérience de ScRNA-seq sur des 

souris pré-leucémiques PEtg permettrait d’évaluer sur le plan transcriptionnel, les trajectoires 

développementales existant au sein de la population pré-leucémique. Ce type d’approche est 

réalisable grâce à l’utilisation d’algorithmes tel que Monocle (Cao et al. 2019), VIA (Stassen 

et al. 2021) ou Cellrank (Lange et al. 2022). Pour répondre à ma question il serait possible 

d’utiliser les données que j’ai déjà généré en bulk pour spécifier des variables d’intérêts (Cluster 

HSPClike et MLPlike) qui correspondrait à une trajectoire de reprogrammation (Variable1 : 

PseudotimeHSPC-MLP). Cette trajectoire de reprogrammation serait comparée à la trajectoire de 

la lymphopoïèse B physiologique (Variable2 : PseudotimeB-differentiation) appliquée aux cellules 
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aberrantes. Cette approche me permettrait de valider si la reprogrammation est liée à un stade 

de la différenciation B spécifique ou si celle-ci possède une trajectoire développemental 

indépendante. 

Cependant, il est possible que le ScRNA-seq seul ne suffise pas à modéliser 

correctement les variables qui nous intéressent. Comme exemplifié par mes analyses 

intégratives d’ATAC-seq et de RNA-seq, certains patterns de reprogrammation /différenciation 

/quiescence sont visibles uniquement au niveau épigénétique ou transcriptionnel. C’est 

pourquoi je propose comme alternative d’utiliser des approches combinant pour chaque cellule 

l’acquisition de leur profil d’expression transcriptionnel et d’accessibilité à la chromatine. Pour 

cela, il existe différentes techniques dont le Share-seq développé par l’équipe de Buenrostro 

(Ma, Zhang, et al. 2020) ainsi que son alternative à faible coût le ISSAAC-seq (Xu et al. 2022) 

Ces approches ont permis de mettre en évidence des états intermédiaires entre le moment où la 

chromatine est ouverte pour le locus d’un gène, et le moment où son expression débute (Figure 

52). Buenrostro assimile ce phénomène à un « priming » épigénétique permettant la mise en 

place ultérieure d’un programme transcriptionnel. Cette notion est à mettre en regard avec les 

mécanismes de plasticité cellulaire (Ma, Cao, et al. 2022) ou de mémoire épigénétique 

permettant aux cellules immunitaires ainsi qu’aux CSHs de répondre plus efficacement à un 

stimuli déjà rencontré (Laval et al. 2020). Au vu de mes résultats, il serait intéressant d’utiliser 

ces techniques afin d’adresser ainsi la question du priming épigénétique induit par l’oncogène. 
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Quiescence cellulaire : induite par l’oncogène, la différenciation ou conjointement ? 

Enfin, la dernière variable visualisée par mon approche intégrative est celle de la 

quiescence/prolifération cellulaire. Mes analyses prédictives indiquent une relative 

indépendance de la signature de quiescence par l’intermédiaire de TFs tel que Egr1, Atf3, Klf6 

et Mnt (Fig 5D). Cependant, ma prédiction indique dans un même temps que de nombreux TFs 

sont impliqués dans la régulation du cluster de quiescence cellulaire conjointement avec les 

clusters HSPClike, MLPlike et immature-Blike (Fig 5D). De plus, il est reporté qu’un certain 

niveau de quiescence est induit dans la lymphopoïèse B normal à partir du stade pré-BII tardif. 

On peut alors se poser la question si la quiescence cellulaire des pré-LSCs est liée ou non au 

processus de différenciation B. En effet, si l’état de quiescence cellulaire est important pour la 

leucémogenèse, la cellule pré-leucémique pourrait utiliser à son avantage les différents niveaux 

de quiescence qui préexiste au sein de la lymphopoïèse B normale. Ceci pourrait expliquer 

pourquoi les pré-CSLs PAX5-ELN possèdent un programme moléculaire plus proche de pré-

BII tardives voir d’immatures-B (Fig 5 B,C), cellules les plus quiescentes de la lymphopoïèse 

B. L’approche de « pseudotime » précédemment évoquée pourrait répondre à cette question 

afin de discriminer si un programme de quiescence (Variable3 : Pseudotimecell-quiescence) se met 

en place au préalable de celui initié dans la différenciation à partir des stades pré-BII tardives 

et immature B.  

Etude des relations entre inflammation, quiescence cellulaire et pouvoir leucémogène. 

Parmi les axes moléculaires et les facteurs de transcription dérégulés dans les pré-CSLs 

quiescentes, ceux impliqué dans le processus d’inflammation semblent particulièrement 

intéressants. En effet, depuis la découverte de l’acquisition in utero de l’altération génétique 

primaire des LAL-B, l’équipe de Mel Greaves a développé tout un champ d’étude autour de la 

susceptibilité d’acquérir des évènements secondaires liée à l’inflammation (Greaves 2018). Les 

dernières études challengent ce concept jusqu’à la possible prévention du développement 

leucémique par une alimentation spécifique, en stimulant le microbiome des nourrissons 

(Greaves et al. 2021). Mes résultats suggèrent qu’un programme moléculaire pro-

Figure 52 : Schéma représentatif de l’approche Share-seq combinant ATAC-seq et RNA-seq. 

Modèle des différentes variables aboutissant à l’expression génique (Panel de gauche). UMAP 

représentatif du processus de la différenciation prenant place dans le follicule pileux comportant 

trois différentes branches. Quantification du signal d’ouverture du locus de Wnt3, de son 

expression génique et du « temps résiduel » entre l’ouverture et la mise en place de l’expression 

(Panel de droite). (D’après Ma, Zhang, et al. 2020) 
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inflammatoire, ou propice à répondre à l’inflammation, s’établit dans les pré-CSLs quiescentes 

PAX5-ELN. L’intégration de mes données d’ATAC-seq et de RNA-seq indique que cette 

signalisation est régulée par l’activité de facteurs de transcription tels que Jun, Fos et certains 

Irf (Fig 4 G). Dans la littérature, il est décrit qu’en réponse à un stress inflammatoire, la voie 

MAPK-ERK est capable d’induire l’activité de Jun et Fos qui initie alors la transcription de 

EGR1. EGR1 quant à lui, aurait une activité pro-inflammatoire dans la cellule en corégulant 

des cibles de Nfb (Pang et al. 2019). Or, la voie MAPK-ERK est fortement enrichie au même 

titre que l’activité du facteur de transcription EGR1 dans les pré-CSLs quiescentes.  

Ainsi, l’existence de ce priming inflammatoire dans les pré-CSLs et son importance 

dans la leucémogenèse pourrait être adressés par le traitement de souris pré-leucémiques avec 

des agents pro-inflammatoires tels que le LPS ou le poli-IPC. L’objectif serait ici de déterminer 

si ces traitements sont capables d’accélérer la transformation dans notre modèle ainsi que de 

visualiser leurs impacts sur le phénotype et la fonction des cellules pré-leucémiques.  

Spécificité des propriétés des cellules souches ? 

Il existe dans l’organisme différents niveaux de quiescence, qui à partir d’un certain 

seuil peuvent être considérer comme de la dormance cellulaire. Cette dormance est la 

conséquence simultanée de l’inhibition de voies de signalisation pro-prolifératives et de 

l’activation de gènes liés à la quiescence cellulaire. Ceci est particulièrement visible au sein de 

mon analyse intégrative, par la discrimination des clusters opposés de quiescence et de cycle 

cellulaire (Fig 5 B-D). En cela, mes résultats indiquent que la quiescence cellulaire observée au 

sein des pré-CSLs présente des similarités avec celle s’établissant au sein des CSHs (Fig 4J), 

mais aussi au sein des cellules immatures-B. Ces similitudes suggèrent qu’indépendamment de 

l’identité de la population cellulaire, un même programme moléculaire est capable d’aboutir à 

la quiescence cellulaire. Il n’est en effet pas aberrant d’imaginer que si des mécanismes 

moléculaires sont efficients pour induire la quiescence dans les CSHs, ces mêmes mécanismes 

soient également efficaces dans d’autres contextes cellulaires. D’autres exemples sont donnés 

dans la littérature de la possession de propriétés considérées comme souche par des cellules 

plus avancées dans la différenciation, que cela soit de l’auto-renouvellement (Soerens et al. 

2023; Sieweke & Allen 2013), de la division asymétrique (Barnett et al. 2012; Borsa et al. 

2021), ou bien de la quiescence cellulaire (Zhang et al. 2018; Chapman et al. 2020). Mis 

ensemble, ces notions me font me questionner sur la considération de ce que l’on nomme des 

propriétés souches et sur la possibilité d’avoir une vision plus « capacité centré » que 

« cellulaire centré » quant à la fonctionnalité d’une cellule.  
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Ciblage thérapeutique de la quiescence cellulaire des pré-CSLs/cellules résistantes 

 Mes analyses de prédiction de réseau de régulation transcriptionnel incriminent EGR1 

comme régulateur clé de la quiescence cellulaire, résultats corroborés par d’autres études dans 

différents contextes cellulaires (Min et al. 2008; Baek et al. 2022; Stoddart et al. 2022). Ce 

facteur de transcription semble capable dans un même temps d’induire des gènes pro-

quiescences et de réprimer des gènes pro-prolifératifs (Fig 5C-D). La régulation de ses cibles 

transcriptionnelles est prédite dans mon analyse comme non-associée aux mécanismes de 

différenciation et reprogrammation (Fig 5D). Ce constat est particulièrement intéressant si 

l’objectif est d’identifier une cible thérapeutique spécifique des mécanismes de quiescence 

cellulaire indépendamment du contexte cellulaire. En effet, la quiescence cellulaire est une 

cause importante de la mauvaise réponse aux chimiothérapies ainsi que de la rechute des 

patients atteints de LAL (Ebinger et al. 2016; Heydt et al. 2021). C’est pourquoi, mon analyse 

associant EGR1 au mauvais pronostic des patients atteints de LAL-B, quel que soit leur sous-

type oncogénique, me parait être particulièrement intéressante (Fig 6L).  

Cependant, mes analyses reposent essentiellement sur des approches prédictives, qui 

aussi fiable soient elles, nécessitent une validation. C’est pourquoi il serait possible de réaliser 

l’édition de Egr1 en CRISPR-Cas9 afin de déléter le gène dans des LSK PEtg. La transplantation 

de ces cellules dans des souris receveuses nous permettrait de déterminer le rôle de Erg1 sur la 

génération de pré-CSLs quiescentes et sur la résistance des cellules aberrantes aux 

chimiothérapies in vivo. Enfin, une validation sur des cellules de LAL-B issues de patients dans 

lesquelles l’expression de EGR1 aura été inhibée serait également très pertinente. Des 

expériences de transplantation des cellules modifiées en souris immunodéficientes (NSG), 

couplées a des traitements de chimiothérapie tel que réalisé en Fig 6 C-H, viendraient aussi 

conforter l’implication de EGR1 dans les phénomènes de chimiorésistance des LAL-B 

humaines.  

En clinique, l’utilisation de thérapies ciblant des facteurs de transcription reste 

marginale. Le traitement des LAM3 ciblant l’oncogène PML-RARA à l’aide d’acide tout-trans 

rétinoïque (ATRA) et de trioxyde d'arsenic prouve la pertinence de cibler des facteurs de 

transcription oncogénique par l’amélioration considérable du pronostic clinique de cette 

pathologie (de Thé et al. 1990; Lallemand-Breitenbach et al. 1999). La rareté de ce type de 

traitement s’explique par la difficulté à cibler l’action des TFs. Cependant, de nouvelles 

technologies soulèvent des possibilités à cet égard. L’équipe de Benjamin Ebert s’intéresse 

notamment à des composés capables d’induire l’interaction de facteurs de transcription avec 
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des ubiquitines E3 ligases afin d’induire spécifiquement leur dégradation (Teng et al. 2022; 

Koochaki et al. 2022). Il s’agit de molécules connues à l’origine en tant qu’immunomodulateurs 

et utilisées dans le traitement des myélomes multiples. Leur processus d’action a été récemment 

compris comme servant de « glue moléculaire » entre des doigts de zinc C2H2 de TFs et 

l’ubiquitine ligase E3 CRL4. Une autre approche de chimie de synthèse permet de créer des 

composés chimiques capables de reconnaitre spécifiquement des séquences d’ADN, et donc 

potentiellement de bloquer l’action de TFs (Liu et al. 2012). L’utilisation de cette approche a 

permis de générer des diamidines hétérocycliques capables de cibler le motif de reconnaissance 

de PU1 afin de modifier et d’empêcher son interaction avec l’ADN (Antony-Debré et al. 2017). 

Cette technologie pourrait être adaptée à notre question afin de savoir si EGR1 peut être ciblé 

thérapeutiquement chez les patients atteints de LAL-B.  

Afin de démontrer l’intérêt de ce type de stratégie, il nous faudrait tout d’abord 

modéliser un composé capable de perturber l’interaction entre l’ADN et EGR1. Ensuite, une 

validation sur des lignées humaines, ainsi que sur des cellules CD34+ de sang de cordon, serait 

nécessaire afin de comprendre comment le composé inhibe/modifie l’interaction de EGR1 et 

de l’ADN. Cette étude nécessiterait l’utilisation d’expérience de CUT&TAG et d’ATACseq 

afin d’analyser l’impact qualitatif (modification du motif) et quantitatif (modification de 

l’accessibilité) du composé sur EGR1. Après cette validation mécanistique, la transplantation 

en NSG d’échantillon de LAL-B traitées ou non avec des agents de chimiothérapie, combiné à 

l’inhibiteur de EGR1, permettrait de connaître l’impact de l’association de ces composées in 

vivo.  

Concept de la cellule persistante à long terme dans les LAL 

 L’étude du vieillissement de tissu hématopoïétique s’est particulièrement développée 

ces dernières années avec notamment les découvertes liées à l’hématopoïèse clonale. Comme 

abordé dans l’introduction, au niveau moléculaire, les signatures de vieillissement et 

d’inflammation chronique dans les CSHs présentent de fortes similitudes. Parmi les gènes les 

plus associés au vieillissement des CSHs on retrouve EGR1, ATF3, KLF6, JUN, FOS et ZFP36 

(Hérault et al. 2021; Desterke et al. 2021; Itokawa et al. 2022). Ces gènes sont aussi 

particulièrement enrichis dans les pré-CSLs quiescentes PAX5-ELN et permettent de prédire le 

mauvais pronostic chez les patients atteints de LAL-B, indépendamment du sous type 

oncogénique (Fig 6L et Figure 53). Ces gènes codent uniquement des facteurs de transcription, 

à l’exception de Zfp36 qui est un régulateur de la dégradation des ARNm du cycle cellulaire 

(Galloway et al. 2016). Il est intéressant de noter que Zfp36 est fortement surexprimé dans les 
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pré-CSLs quiescentes et qu’il pourrait donc être en partie responsable de la différence 

d’expression des gènes du cycle cellulaire des cellules pré-leucémiques actives (Fig. 5B-C). 

Ces gènes associés au vieillissement précédemment cités sont connus pour être des gènes de 

petite taille et finement régulés post-transcriptionnellement. En effet, les ARNm de Jun, Fos, et 

Egr1 font partie des ARNm les plus rapidement dégradés avec un temps de demi-vie d’à peine 

quelques minutes (Golan-Lavi et al. 2017). Leur régulation étant si importante, peut-on 

imaginer que leur accumulation compromettrait les programmes moléculaires des cellules ? 

Cette notion est étayée par le fait qu’il est reporté que le vieillissement cellulaire est associé à 

une accumulation des transcrits des gènes de petite taille en dépit de ceux de longue taille, et 

que ce biais suffirait à expliquer l’impact moléculaire du vieillissement (Stoeger et al. 2022).  

 Cependant, au vu de mes résultats obtenus chez des souris relativement jeunes, le 

phénomène de vieillissement est difficilement incriminable. C’est pourquoi j’émets l’hypothèse 

que la signature de vieillissement observée dans les pré-CSLs quiescentes PAX5-ELN ne serait 

pas dû à l’âge de la souris, mais plutôt au temps de résidence des cellules dans la moelle osseuse. 

En effet, nos données indiquent que l’oncogène PAX5-ELN altère la différenciation, modifie la 

cinétique de division des cellules pré-leucémiques et les empêche de sortir de la moelle osseuse. 

Ainsi, comparativement à un progéniteur B normal, les pré-CSLs quiescentes persistent dans la 

moelle osseuse pendant un temps bien plus important (Fig 4B, S4A). Ceci pourrait expliquer 

les similarités moléculaires entre les pré-CSLs résidant à long terme dans la moelle (H2B-

GFPhigh), et les CSHs dans un contexte de vieillissement. Ces notions me questionnent, non pas 

Figure 53 : Boxplot de l’expression d’ATF3 dans différents sous-types oncogéniques (Panel 

haut droit). Courbe de survie sans évènement (EFS) en fonction de l’expression d’ATF3 dans 

les LAL-B ou pour différent sous types oncogéniques. 
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sur l’identité du programme moléculaire ayant pris place dans une cellule mais plutôt sur sa 

durée, sa fréquence et son maintien.  

 

Il est démontré qu’une stimulation chronique des CSHs induit un état de dormance qui 

est associé à une perte fonctionnelle (auto-renouvellement, capacité de greffe, multipotence) 

(Bogeska et al. 2022). On qualifie ce mécanisme d’épuisement cellulaire. Il serait dont 

envisageable qu’un oncogène puisse également induire un stress chronique qui aboutirait à une 

forme d’épuisement. Les signalisations pro-inflammation visualisées dans les pré-CSLs 

quiescentes pourraient donc être liées à un mécanisme d’épuisement/vieillissement des cellules 

qui survivent le plus longtemps en présence de l’oncogène. Chez le patient, mes analyses 

indiquent que les gènes associés au vieillissement sont très prédictifs du mauvais pronostic, 

quel que soit le sous-type oncogénique. Ces observations suggèrent que les cellules résistantes 

aux traitements de chimiothérapies sont celles ayant résidées dans la moelle osseuse le plus 

longtemps. Ces cellules pourraient donc se définir sous le terme « long-term persisting cells » 

(LTPCs).   

La validation expérimentale de cette hypothèse me parait être un challenge de tout 

premier ordre. Il serait possible d’utiliser le modèle H2B-GFP afin d’analyser des pré-CSLs 

quiescentes (H2B-GFPhigh) à différents âges de la souris (60 – 90 – 120 jours). Ces échantillons 

pourraient être ensuite séquencés par Sc-RNAseq afin de confirmer que la signature de 

vieillissement corrèle avec le temps de persistance des pré-CSLs dans la moelle. L’approche en 

Sc-RNAseq serait nécessaire afin de séparer les pré-CSLs quiescentes nouvellement générées 

des plus anciennes. Chez l’homme, cette hypothèse pourrait être adressée par l’utilisation 

d’échantillon de moelle osseuse de patients au diagnostic, pour lesquels des expériences 

de   mitochondrial Sc-ATACseq (Lareau et al. 2021) combinées ou non avec du RNA-seq 

seraient réalisées. En effet, les mutations de l’ADN mitochondrial adviennent continuellement 

avec la réplication mitochondriale et le stress oxydant. C’est pourquoi il est montré que 

l’accumulation des mutations sur l’ADN mitochondriales est corrélée au vieillissement de la 

cellule (Stewart & Chinnery 2015). De plus, l’ADN mitochondrial est sujet à 5-10 fois plus de 

mutations que l’ADN nucléaire.  Il est donc possible, grâce au séquençage de l’ADN 

mitochondrial, de (1) construire un arbre phylogénique de l’évolution clonale des cellules 

leucémiques (Figure 54) et de (2) calculer la charge mutationnelle de chaque cellule. 
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A l’aide de ces deux informations, il serait donc possible d’identifier des cellules 

leucémiques plus précoces dans la leucémogenèse ainsi que de calculer une valeur relative à 

« l’âge de la cellule » et donc à son temps de persistance dans la moelle. Si mon hypothèse est 

juste, les activités des facteurs de transcription liées au vieillissement (EGR1, KLF6, JUN, FOS 

…) ressortiraient dans la population avec la charge mutationnelle la plus importante. De plus, 

cette approche permettrait de savoir si les LTPCs possèdent ou non une phylogénie clonale 

antérieure, et donc si elles sont enrichies en pré-CSLs. Cependant, cette approche présente 

certaines limites. Tout d’abord il ne nous serait pas possible d’identifier les altérations 

génétiques initiatrices et transformantes dans l’échantillons. Ces altérations pourront donc être 

des variables confondantes dans notre analyse et rajouteront un niveau de complexité 

supplémentaire.  

Pour contourner ces limites, il serait possible d’utiliser l’approche GoT-ChA mise en 

place par le laboratoire de Dan Landau qui réalise pour la même cellule de l’ATAC-seq et du 

séquençage ciblé d’altération au niveau génomique (Myers et al. 2022). Le GoT-ChA nécessite 

cependant la connaissance préalable des mutations présentes dans l’échantillons afin de les 

Figure 54 : Schéma décrivant l’approche biologique et informatique du pipeline d’analyse du 

mtSc-ATAC-seq (Panel haut). Heatmap des différents clusters de cellules individualisés par 

différentes mutations au niveau de l’ADN mitochondriale (Panel bas gauche). Représentation 

de l’arbre phylogénétique calculé à partir des acquisitions successives de mutations 

mitochondriales (Panel bas droit). (D’après Lareau et al. 2021) 
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cibler, ce qui peut poser problème dans le cas d’échantillons précieux et rare. Enfin, l’approche 

MutaSeq et mitoClone développée par l’équipe de Simon Haas séquence à la fois l’ADN 

mitochondrial, génomique et l’ARN d’une même cellule. En utilisant cette approche, son 

équipe a été capable de discriminer des profils d’expression transcriptionnelle ainsi qu’une 

hiérarchie clonale et les mutations associées par une seule et même technique (Velten et al. 

2021). 
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PERSPECTIVES 

Caractérisation phénotypique des pré-CSLs quiescentes PAX5-ELN  

Récemment, j’ai utilisé mes données de transcriptomique confrontée à la « database 

Immgen » afin d’identifier les marqueurs de surface optimaux pour discriminer la population 

de pré-CSLs quiescentes (Fig 6C). Pour cela j’ai sélectionné des gènes codant des protéines de 

surfaces correspondant aux clusters HSPCs-like, MLP-like et Immature B-like. Cependant, 

malgré une 30aines de cibles protéiques différentes testées, je n’ai pas réussi à trouver de 

marqueur de surface complètement spécifique des pré-CSLs quiescentes. Cette approche m’a 

permis de remarquer que l’expression aberrante des protéines de surface se conforme à deux 

types de situations différentes. Soit une expression globalement augmentée ou diminuée dans 

la population aberrante (B220, IL7R, CD45, CD105, CD69). Soit un continuum d’expression 

associé à la différentiation (CD2, BP1, CD93) ou la quiescence/cycle cellulaire (CD244a, Kit, 

IgH, Ly6a). J’ai pris avantage de l’hétérogénéité phénotypique des cellules pré-leucémiques 

qui m’a permis d’enrichir de plus d’un facteur 10 (de 1,5-4% à 28-45%) le compartiment de 

pré-CSLs quiescente (H2B-GFPhigh) sur le critère phénotypique CD19+B220lowCD93- CD244a+ 

BP1- CD2+ Ly6a- (Figure 55). Cette preuve de concept devrait nous permettre à l’avenir un 

accès facilité à une population enrichie en pré-CSLs quiescentes, sans avoir à utiliser le modèle 

H2B-GFP.  

Criblage de petites molécules pour l’identification de nouvelles thérapies ciblées 

Après l’identification et la caractérisation des pré-CSLs quiescentes au sein du modèle 

PAX5-ELN, une des perspectives les plus intéressantes est la possibilité d’utiliser ce modèle 

afin de développer de nouvelles thérapies ciblées. Pour cela, nous avons mis en place une 

Figure 55 : Stratégie de fenêtrage optimisé afin de purifier les pré-CSLs quiescentes 

uniquement à partir de marqueurs phénotypiques. 
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collaboration avec la chimiothèque nationale qui nous a donné accès à une librairie de molécule 

non « FDA-approved » de 1040 composés chimiques représentant la diversité chimique de la 

librairie complète (63 199 molécules). Cette librairie nous donne l’opportunité unique de 

découvrir des effets biologiques de nouvelles molécules non caractérisées. Ce type de stratégie 

a notamment permis à l’équipe de Guy Sauvageau, grâce au criblage d’une librairie de petites 

molécules, de découvrir l’UM171, un composé permettant d’amplifier spécifiquement les 

CSHs en culture (Fares et al. 2014). 

C’est pourquoi j’ai tiré profit de la mise en place de la caractérisation phénotypique des 

cellules pré-leucémiques des souris PAX5-ELN permettant de visualiser par un marquage 

multiparamétrique unique, la population B aberrante contenant les pré-CSLs et l’ensemble des 

sous-populations du lignage B normal. J’ai également miniaturisé le système de co-culture sur 

cellules stromales MS5 permettant de visualiser la lymphopoïèse B pré-leucémique in vitro. Je 

me suis assuré de la reproductibilité de ce système afin qu’il puisse être utilisé dans des 

conditions de criblage. J’ai ensuite élaboré différents « reads out » statistiques pour être capable 

de discriminer des différences fines dans chacune des populations observées (Figure 56). Dans 

ces conditions de culture, il nous est donc possible de tester l’impact de chaque composé sur la 

viabilité des cellules pré-leucémiques exprimant l’oncogène, et de façon simultané, celle des 

sous-populations de la différenciation B normale. Cette approche permet donc d’identifier des 

composés chimiques candidats pour inhiber efficacement la viabilité et/ou restaurant la 

différenciation des cellules enrichies en pré-CSLs (Figure 56).  

Ces conditions expérimentales, et le criblage des 1040 composés de la chimiothèque nationale 

(réalisé par Manon Bayet et Mathieu Bouttier, respectivement étudiante en thèse et ingénieur 

d’étude au laboratoire) ont permis d’identifier 47 premières molécules candidates (« hits ») qui 

affectent la viabilité́ des cellules B aberrantes, certaines affectant également l’ensemble des 

sous-populations B normales (Groupe A, Figure 56). De façon intéressante, notre approche 

nous a permis d’identifier parmi ces hits des molécules épargnant, voire amplifiant, certaines 

(Groupes B et D, Figure 56) ou toutes (Groupe C, Figure 56) les sous-populations B normales. 

Dans l’ensemble, notre travail montre la faisabilité́ d’un criblage de petites molécules sur une 

population enrichie en pré-CSLs prenant en compte la complexité́ intrinsèque des cellules 

primaires du lignage B tout en considérant leur microenvironnement.  
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Figure 56 : Validation de la reproductibilité de la miniaturisation en plaque et de l’acquisition 

des différentes populations par calcul de Z-score (Panel haut gauche). Stratégie utilisée pour 

le crible des 1040 composés de la Librairie chimique nationale française en plaque 96 puits 

(Panel central). Représentation en dot plot de la discrimination des 47 hits de la librairie (Panel 

bas gauche). Clustering en k-means des 47 hits en fonction de leur effet biologique sur les 

différentes populations de la lymphopoïèse B (Panel droit).  

 

 

 

 

 

Généralisation des résultats à d’autres modèles murins transgéniques de LAL-B 

Mon équipe de recherche travaille à confronter les résultats établis dans le modèle 

PAX5-ELN à ceux générés à partir d’autres modèles de leucémogenèse. Il est en effet important 

d’être capable de spécifier expérimentalement ce qui est spécifique du modèle, de ce qui est 

plus généralisable à l’ensemble des LAL-B. Une première approche implique une autre 

altération initiatrice de PAX5 nommée PAX5-P80R. Cette altération de PAX5 a été identifiée 

récemment comme la mutation la plus fréquente de PAX5 dans les LAL-B et comme induisant 

un programme transcriptionnelle indépendant des autres altérations de PAX5 (Passet et al. 

2019; Gu et al. 2019). C’est pourquoi PAX5-P80R représente une altération génétique 

intéressante à modéliser chez la souris afin de comprendre les premières étapes de l’initiation 

leucémique de ce sous-type oncogénique, et pour discriminer les similitudes et différences avec 

le modèle PAX5-ELN. Les résultats obtenus avec la modélisation de l’oncogenèse P80R 
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indique qu’il induit des capacités d’auto-renouvellement à des progéniteurs B PAX5-/-, ainsi 

qu’une susceptibilité à développer la leucémie. L’analyse transcriptomique des phases 

leucémiques et pré-leucémiques est en cours de réalisation et nous permettra de valider 

différents acteurs moléculaires impliqués dans la leucémogenèse P80R (travail de thèse 

actuellement réalisé par Manon Bayet au laboratoire).  

De plus, notre équipe a récemment fait l’acquisition d’un modèle murin transgénique 

exprimant le transgène TCF3-PBX1 impliqué dans le développement de LAL-B. Ce sous type 

oncogénique est retrouvé dans 10% des patients pédiatriques. Il est notamment décrit comme 

impliquant une augmentation de la signalisation pro-proliférative du pré-BCR dans le 

développement leucémique indépendante de la signalisation IL7R-STAT5. Ces observations 

sont intéressantes car elles suggèrent que le processus leucémogène entre les sous-types 

oncogénique PAX5-Alt et TCF3-PBX1 sont dissemblables. C’est pourquoi la validation de 

l’existence de processus de quiescence et de reprogrammation dans le modèle TCF3-PBX1 

nous permettra de conforter la récurrence de ces processus, quel que soit l’identité de 

l’oncogène primaire et son mode d’action.  

Identification des pré-CSLs au stade leucémique chez l’Homme 

 Lors de ma dernière année de thèse au laboratoire, je me suis intéressé à valider mes 

résultats directement sur des échantillons de LAL-B humaine. En effet, j’ai mis en place des 

tests de prolifération permettant d’identifier des cellules leucémiques quiescentes (label-

retening cells « LRCs ») à partir d’échantillons frais ou décongelés de patients au diagnostic 

(Fig 6 I-J et Fig S6 H-I). J’ai aussi mis en place des conditions expérimentales pour la 

transplantation d’échantillons de LAL-B en PDX. Ces expériences de xénogreffes m’ont permis 

de créer des modèles de MRD grâce à des traitements de polychimiothérapie de souris NSG 

leucémiques (Fig 6C-G et Fig S6 B-F). Ces approches représentent des outils de validation 

puissant pour nos hypothèses biologiques obtenues chez la souris. Elles nous permettront de 

répondre à une question essentielle qui concerne l’identité et l’implication clinique des pré-

CSLs chez l’homme. En effet, dans le domaine il existe une dissension sur l’implication de la 

pré-CSLs dans la rechute et la résistance au traitement. Les travaux récents de l’équipe de Tariq 

Enver semblent indiquer que le traitement à l’aide de polychimiothérapie n’induit aucunement 

de sélection clonale (Turati et al. 2021). Ils observent cependant une uniformisation du profil 

transcriptionnel et phénotypique vers les cellules les plus quiescentes. De plus, d’autres études 

décrivent que toutes les cellules leucémiques de LAL-B possèdent la plasticité suffisante pour 

acquérir un niveau de quiescence permettant de résister aux traitements, et cela, dépendamment 
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de la niche dans laquelle elles se trouvent (Ebinger et al. 2016). Ces résultats rentrent cependant 

en contradiction avec les approches comparant le profil mutationnel des cellules leucémiques 

de mêmes patients au diagnostic et à la rechute (Mullighan et al. 2008; Clappier et al. 2011; 

Mullighan 2012; Waanders et al. 2020). Ces études démontrent que pour plus de la moitié des 

patients, les cellules de la rechute ont perdu des altérations présentes au diagnostic et en ont 

acquis des nouvelles. Ces observations indiquent que dans la majorité des cas, les cellules de la 

rechute n’ont pas évolué à partir des cellules du diagnostic, mais sont issue de l’évolution d’un 

clone ancestral de cellules pré-leucémiques présentant un nombre restreint d’altérations 

génétiques.  

Les différences observées entre ces études peuvent s’expliquer par le fait que les 

analyses réalisées dans les articles de Turati et Ebinger sont faites sur des cellules leucémiques 

déjà amplifiées en souris NSG. Or, il est décrit que des génotypes distincts de clones 

leucémiques présentent différentes capacités de reconstitution in vivo et que les cellules pré-

leucémiques ne semblent pas amplifiées après transplantation en souris NSG (Anderson et al. 

2011). Les approches de transplantations pourraient donc entrainer une perte d’hétérogénéité 

génétique, en appauvrissant la part de cellules pré-leucémiques.  

 Pour valider cette hypothèse, nous souhaitons utiliser mes expériences de rétention de 

signal réalisées à partir d’échantillon frais de patient au diagnostic. Nos résultats préliminaires 

identifient une population de cellules quiescentes au sein des cellules leucémiques du diagnostic 

(Fig 6I-J et Fig S6H-I). Cette observation nous amène à l’hypothèse qu’il serait possible 

d’utiliser la quiescence cellulaire comme marque biologique pour l’identification et la 

purification des pré-CSLs chez l’Homme. Ainsi, notre hypothèse est que les cellules 

quiescentes de la masse tumorale de patients au diagnostic présentent un nombre plus restreint 

d’altérations génétiques. Les cellules quiescentes et divisantes ont donc été purifiées (Fig 6I-J 

et Fig S6H-I). Ces échantillons vont être séquencés pour les événements primaires et 

secondaires afin de valider si les cellules les plus quiescentes sont enrichis en pré-CSLs. De 

plus, nous comptons réaliser des transplantations dans des NSG de cellules des mêmes patients 

CTVhigh et CTVlow, pour étudier si la leucémogenèse se développe avec différentes cinétiques 

et si les cellules greffées présentent des phénotypes, génotypes et profils transcriptionnels 

diffèrent. 
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“Si rien n’a d’importance, alors tout en a autant” 

Iyandel 
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PAXS is a well-k.nown ha.p4oinsufficient tumor suppressor gene ln 
human B-œll prewrso, awte lymphoblastic leukemla (8-ALL} and is 
invofved in various chromosomal transl«8tions 'Chat fuse a part c>f 
PAX.5 with o ther partners. However. the role of PAXS fusion protejns 
in B-AU initiation and transformation is ill-lmown. We previousty 
repo,ted a new rewrrent t(7;9)(q11;p13) chromosomal translo<:.ation 
in human 8-AU t~t juxtaposed PAXS to the coding seQUéncé of 
e lastln {fl.N). To study the functiOf'I of the resulting PAX5-ELN fusion 
protein in 0..ALL devek,pmcnt. we g,enerated a knockJn mouse môdel 
in whkh the PAXS-ELN t ransgene is expressed spe<;ifically in 8 cetls. 
PAXS-El.N-e.xpressing mi<e efficiently devek>ped B-All wrth an in
àdence of 80%. leukemic. transformation was associated with recu:r
rent secondary mutations on Ptpn t 1, Kras. Pax5, and Jak3 genes 
afft-tting key slgnaling pathways requlred for ce-JI proliferotion. 
Our tuncdonal studies demonstrate that PAXS·ELN affected B-œll 
developmet1t in vitro and in vivo featuring an aberrant e.xpaMion 
of the pro-8 cell compartment at the preleukemk stage. Finally, our 
moSec.ular and computational approaches identified PAXS.ELN-regu

lated s,ene candidates that establish the ~ecular bases of the pre
leukemk state to drive B-All initiation. Hence, out study provides a 
new in vivo model of human B-ALL and strongly implicates PAXS 
fusion protelns as potent oncoprotelns in Jcukeml.a dewlopm~nt. 

8-«II ocvto lymphobl<1),\i(: lt'ukemi-f I engin«ted mou~ mode!), 1 
PAX5 fusion p ro teiru l leu~cmio initiation I oncogenic l~nst ormotion 

8-celJ precursor a.cute tymphobJastic leuke nüa (B-ALL) is t.he 
most cominoo pediauic cancer. Jl.ALL is characterized by a 

bk>c.kadc of 13-celJ diffcrcntiation oombincd with an unoontrollcd 
proliferation o f blastic ceUs. Currcnt chelOOtherapy is efficient at 
indudng kmg-le rm n:mis.tiion in childhootl B-AU., buL 1ht most 
common cause of 1rca1mcn1 r:~ilurc rcmains rcb11}'1lC 1ha1 (J(.'CUr"i in 15 
m 20C/4 of patienL.; ( 1 ). Tite pn:,gnos.is is. even worse in aduh Il-AIL 
i L~ o oly 30% of adulL~ aehievt long-Lerm d iseasc-free surviva1 (2). 

J.3,,cell development is initfated by the enuy of hematopoîetk 
progenitors înro the B,ccll Jineagc transcription program and 
the contomit-anl scqucndal rcarmngcmcnt of lg gcncs lhrough 
V(D)J rcoombination, uhima1cly lcading to the gcncrmion of 
immu nocumpcte.nl p lasmu cells.. B-cdl dcvclopmenl can be 
d issct1c:d in10 p rc-pr(t-R, prO-B, prc-B. imm1uurc B. und mfl.turc 
B-œll p<>pulutions corrcsp<mding 10 diffecc n1 s1ages or diflcr
c,uiaùot1 (3). PAX5 is cri1icaJ fro in ea.rly s1:1ges o f 8 -œlJ devel
opme.m up to mmure O c.ell.s (4). 13-cell differe111i:11io,, is 
comple1cly blockcd ::u the pm•.8 stage. in Pœd kooc.kotn micc, 
re:vealing iL'i importanœ for early B lymphog.enesis (5). lndecd , 
PAXS pltiys a crilical roi<: in 0-cd l fineuge <.'.Omm.ilment by :1c-
1iv:uing the trnn.scripdon or 13 ccll-spcdlk gcncs such ~s CDl9 
and 8tK und :-:upprcssing alternlliYt: lim:~tge. choices (6-8). 

PAXS is 1he mr1in ta~~! of ge.netic ahen11iùn.,; in B-AU ... 
l-letem:zygous cfeJet:ions and l~C-(uJlct io n mutations of PA,\'5 are 

www.pnM.org,'oJi/doll10.1073/pnn.17216781 1 S 

found in more than one-third of humon 8-ALL (9-11). Th= al
teralions resuh io loss of PAXS express:ioo ,·1od itnpainne.nc or 
DNA-binding ;:1<.1ivi1y andfor trn.nscriplion:d al1Îvily o f PAXS. PAX5 
is also rcar rangcd in 2.6% of pcdkitric S.ALL cases, bcîn.g fuscd ·to 
various fusion partncr.,; (9, 12- 14). PA,.XS tninsloctlliol't.'i have b<...-en 
associated wilh a bloclmdc of B-ccll ditîercntfaûon. as iJJustratcd b)' 
PAX5-ETV6 ""d PAX5-FOXPI. whieh ruse the PAX5 paire<I d,>
main 10 E"l'V~ and FOXPI tr:mscription füctors. respecti,•ely (15). 

Wc pre,•iously reporled the moleculnr charach:.riz.uion of a néw 
chroinosmoal 1(7:9)(q l J;pl3) U'ânslocaliùn in l\\'O cases or adul1 
Jl.ALL T his tnmsloi;ation juxt-3poscd the S' rcgion of PANS ~md 
almost the c.ntirc sc,iucocc of clastin (6LN) (1.3). T he rcsulting 
PAX5-ELN fus.ion pro1ein had oon.scrvcd the nuc.leàr locali2.alion 
scquencc (NLS) and the DNA-binding pairoo-bu, domain of PAX5, 
and oouJd t.hcrefot(' :ICI a.~ a oonsti1utf\ic tt.pt\.~1· of the residual 
wil<l"YJ)<: PAXS. lnd«:d, similar 10 PAX5-EITV6 ,,ml PAXS-FOXPI, 
uansie11t expl'ess.ion of PAXS-ELN displayed a domînant-tleg.tûve 

Signific:i:mc:e 

Englneered mous.e modets of arute leukemla ore <ritical to 
unden1at1dlng the bfoJoglc.al mechanlsms by whfch a prlrruuy 
oncogene lnduc•s dise.a.se. Whlle PAXS fusion prottlns ore 
co.rulde, C'd prlmory oncoge.nlc evé;nts 1n B•AU. the,t tôle ln 
leukemia development 1s ill·known du~ to the la<k of animal 
model:$. This repon prov~es a novel ond acwrate in Vivo 
model for B-ALL 1nduœd by PAXS-ELN fusion proœin that es
tablishes a preleukem1c phase and recaph;ulates the key fea
tures of human disease. 1nduding acqu1red mutati~ns m ger,es 
of the JAK/STAT and RAS/MAPK palhways. This ~tudy ls of 
generat interest, as it ollows a bettor unde,s:tandlng of lhé 
bJological mtKhanlsm by whlch an ontoprotltn perturbs nor
mal 8.c:;e n davolopmMt ond Je-:,<h to pathologlco.J B·AlL __ .. 
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e.fîecl ou PAXS by dowJH\.."g.ulating the lr.u:&'iiption of PAX5 tatget Il"""' (11, 13, 16, 17). Mowever, ~,e generalily of 1he domina,u. 
ne.gati\'e etTe<.1 w~ reœntly questiooed in \Ir.'() (15). 

A detaîled and dynamic an.aJy.sis or the PAXS-ELN effect on 
ü-ALL ini1imion and transformation requires 1he a\lailability of a 
mou!.-o modcl 1ha1 allows a 8 -ccll rcstrictcd expression of PAXS
El .. N. Herc, wc dcmonstratc, by u~ing a knc:,cl.;io (KJ ) mousc fine, 
1h:1L PAX5-t.::LN is an iniü:uing onrogenic even1 tha t perLurh.i 
normnl 8-ccll dcvelopmcn1 by abernantly cxpunding pro-B cdt~ 
r:s t 1he c<1rlics1 stcps of lcukemogenesis. None1hefl!SS. complet~ 
B-ALL trao9'onnatioo induced hy PAX5-ELN involYed the ac. 
quisition or additional mutations and t.he dere.gulated expression 
of multiple gcncs. Our study provîdcs no"'cl insîgh1s into the 
functional roJc of PAX5-ELN as a potcm oncoprotd n in B-ALL 
dc,·elopro <::nt, Md shouJd help ro eluddo1e 1be molecultff 
mechanisms 1hot undc:rlie 8-ALL inilfot ion und tntnsrormtition. 

Resulb 
Constltutlvci EXpression of Human PAXS-ELN LHds to 1-AU 
oevelopment. To investigine the H~Jeukemic potential of PAX5· 
ELN. we de\•eloped a KI mousc model În which the cDNA 
cncoding tho human PAXS-ELN (u.-.ion protcin \Y;L'i exprcsscd in 
8-ecll progcnhors. This was achic"ed by inscrting the hum:tn 
cONA nt 1he /g// locu!; undcr the: <."ontrol of a VH promol,t:r 
(PVH) :md the e.nd<,)gcn()u~ Eµ cnhancèr whose Otl"iYity is trig
gered e.arly in 8-ccU development ( 1.8). Ta avoid transcriptio,,al 
readlhrough Crom upstrea,n promoter.s a l diffèren1 devel. 
opiuc,ual stages. a pause/polyadt oyla tion site ( 19) was added 
upstrcam or the ectopie PVH promotcr (Fig.. 1A Md SI Ap,
pt·ndü:. Fig. S 1 ). Unlcss other.vîse indicated. the cxperiments 
h.iv~ bccn pçrformcd on hcteroz.ygou.s mi<.:c. 

Mutn01 micc Lhal consthulr,•d y exprcsscd PAXS-ELN (hc:rc
af1er pf:!t mict) efficiently de,·elopeà lcukemi::i wi1h a pene. 
lr;,mc'-'- of 80% at -~00 cl {Fig. 18). L.eukt:mic developmt:nt wa~ 
.lSSOCÎiHcd with a splcnomegl:l'i' (Fig. IC, Upper) charac1crizcd by 
a massive infiltration of 13220 cells and a dJ'i1matic pel'lutbation 
of the spleen architec.ture {Fig. 1 D). Mo,..-over, Pb-1g 111ice de .. 
"elopcd a lymphadcnoputhy (Fîg, IC, Lo"·er) and exhibi1ed blasi 
cclls in the bone marrow (8M) (Fig. Œ). lmportantJy. aJthough 
the expression of PAX5-E/..,N was drivcn by lgH rcgulatoiy SC· 

qucnccs. immunoblot onalysis of protcin c.'(traets wilh 1:1 PAXS 
p<•ircd domain-spcdfic anl ibody n:vcalcd that the abundancc of 
PAXS-ELN was not highèr 1han 1ha1 of e11dogenous PAX5 (Fig.. 
IF}. This obsetvmion ir,Jicates 1ha1 the repor1ed effecrn on rEt! 
micc cannm be ascribed lO high cxp,ession Jevcls of PAX5·ELN 
flLi;ion proteîn. lmmunophenotypic c.hnrncterization showed 1ha1 
OM. sp!eeo, and lymph Olxles (LNs) of leukemit l'E" miœ 
oontaincd nn ubcmm1 proponion of CD 19+ 8 cclls a.ssociatcd 
with an ùberranl and varfoble expression of CD23 and lg'K!'A. 
mnrkcrs (Fi,g, LG nnd SI ApfJ"mll.r. fig. S2), 

CJonal Traniformatlon and COH1boratlng Events with PAXS·E'LN 
Oncopro1ain. The lgH ,1,uiable region can broadJy be divided in• 
to the V11 domain, including 1hc distal VHJ.s~tt und the proximal 
Vt,171~ gcnc t';,milics. :ind the OHJH domain. comprising tt dozcn 
O H ~gmen1s folfowt:d hy four J H scgme,1.11s (Fig. 2A, Uppér) (20) .. 
Asscmbly of the: lgfl ,~r'Îllble rcgion involvcs tW(l rctomhim1tiun 
SlcpS: first 0 1-1 10 JH. f(.)llôwéd by VH 10 DuJu. To de1ermin~ the 
reatrnngcinc11t status of the lgH locus in leukrn.1ic œlls, ,ve 
perfonued a qPCR-based V(D)J reoornbiJrntio11 assay (2 l) ou 
genomic DNA purit'icd from blasrs of fivc îndepcndcn1 .B~ALL 
micc (Fig. 2A. Upper). The data reveal promincnt 011J11 and 
Vt-1D11J11 tt:ammgcmcnts, itwolving both proximal {tnd distal Vl-1 
segments. in ;:1II B·ALL snmples (Fig. 24. Lower). Thcse rcsults 
indicalc 1hi11 PAXS·ELN rusion pr<nein induccs 1hc clonal 
1nao$(ormàliOn of u B-<.-ell progenitor tha1 has àlrt.acly rtarrflng.ed 
itS lgH luéLL'i, und suppor1 Lhe m)tion 1hm PAXS-El.N ac1:-. as a 
po1em Jl-.ALL oocoptotein. 
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Fig, 1, Hum.on PAXS.RN expr·ts~ion indu<es. ttlidtnt B,ALL develc>pment. 
(A> G.eneraition of knockln mouse model exp,euing PAXWLN fusion proteln. 
The sequence encoding the human PAXS-ELN fusion protein was inserted 
d01Nnstreaim of Eµ enhancer. Oesmos, D~ne,; HD. homeodomain: OP, 
octapeptlcle; pVH, VH gene promet«. (B) Kaplan-Meler curves o t the t lme to 
leukemi.1 for coh<)rtj of PP mke (n • 28), WT mb (n • 8) werc us«f •s 
controls. Pre-Leuk, preleukem.ic time. (C-E) PAX.5-<LN lndoœs B·All del,;el
opment characteri zed by leukemic ceU irw.sion ln the booe marrow, spleen. 
and lymph nodes. {C) Plctures ot spleem (Uppel) and tNs (Lowe,) from 'Wl 
and teukemic i>f!t> mke are shown. (0) Staining with hemato.xylin and eosin 
jHf) Md im,ru,.1nohlst0<,hem.istry of 8220 ate ~ho\Yf\ of spte,cns from WT and 
leukemic P~ mite.. (E) Pictwes of May-Grûnwal~ Giel1\Srstained cytospin of 
8M cells fr-,om WT a-nd lcukemicP((O mQ , (F) Proteî.n c~rôK\ o f 14?Vk.emic tell) 
from a e .. A LL l'f!~ mouse (no. 83) was subjected to tmmunoblottlngwith an~ 
N,tcrmin,il PuS (N19) .tntibody for the dcrtcction of PAX.5-EI..N .:md cndogc,
f'IOU1 Pa)IS And whh an1l·ELN ~ntlbody fo, t~ de-tection o f PAXS·ELN and 
t<ndogeno·ui Eln , (G) Total tells from the SM, spieen. and l Ns of WT (Left) 
af'ld leukemlc Pe" (Rlght) mause (no. 39) vœre: rmmunophenoryped uslng 
the 8'2.20, (019, CD23, and lg,,:f" mark.ers. 

Our ol>servalioJls on B-ALL tmnsformation delay (>90 d) (Fig. 
18) led us to suspecl po1emial ~1cquisition of secondaiy 111uu11ions.. 
To funher ïdentify these addit:ionaJ genetic :1llerations drnt po
tcnüaUy coope.rale with PAX5·ELN, we pcrfonncd wholc murine 
cxome sc<.1ucnc:ing in Cive PE'" leukemias and ic.lcntilïcd recurrenl 
som:1tic mulal icms in P,p,r//, K,n .... lt,k3, and Pa:cS gcn<.'S, T hcsc 
mo11:1tions wcrc (1lso found nflcr spcdtic scqucndng of thèSc loci 
in an ::1dditiotH1I 11 PE-. leukemias (Fig. 28). TI1esc findings 
strcngthen the notion dKd aberra.nt activation of JAK/STAT nnd/ 
or RAS/MAPK signaling pathways is: required for an overt B<ell 
leukcmia tmnsfonnaùon in our modd. 

To ackfrcss 1hc critical question of the recurrcncc of thcsc so-
matic muwtions in buman B-AU.., wc pc1·(ormcd t.be mrgctcd 5C" 

quendng: of s<::wral cxons of PAX5. PTPNI I. NRAS, KRAS. JAK3, 
ond JAK2 genc.s in• rohon of 101 pediutric 8-AU. p:11ie111S (Fig. 
2C and Oata-,e.t SI ) . . ll'tlporutntly. we deteaed recurrem n1utatioos 
in l'AX5 (9/ IOI), PTl'NJ I ( 15/IOI ), NRAS (33/ 101), and KRAS (33/ 
JOI) g<n,;:s in all of the diffcrent B·ALL oncogcnic subl)'))CS (fis. 
2C). lnlerestingly. the palien1 cohort œ ntained rJ\•c PAX5~ 
rcam1ngcd B-ALL patic:ntsf induding one with the PAX5-ELN 
trall.\location tha1 exhibi1cd. jus:l us in our n10usc linc, PAXS. 
NRAS, KRAS, llnd /,, IKJ mutu.lion.,;; (Fig. 2C rmd D;1tustt SI). To
gt>lhcr. 1he td)t)\'è data l!.,rnblil\h 1ha1 our PAXS-ELN m<>uSé modd 
recapitulates the mullistep pathogenes.is of human B-ALL 

J.,mrog et al 
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Fi9-, 2, Clona! wlection in PAXS·E~lnduced B·AtL {A) Schematic of lhe 
mouse tgH locus (U1,pet). The: IO(us ls côl'l\posed of ..... 200 v .. (f~ boxesJ, .... 12 
~ (btue). and ,t J,. {green) segments thal uf\dergo recomblnation ln 8-cell 
pu:(unor$ lO prOdvce ., func:tiOMI VHD»Jtt unit. Genomic ONAS WC'tC l)fO-

patN:t frMl putltied P~ Pf0-8 letls and flve lfoketnic pf'9 mke a.nd subjec:tetl 
t9 quantitative PCR to quantify O .. J... and V~1D.J14 rearrangements using pli
mers 1hat blnd the indtc.ated g,et)e segm.enli. dVH, dJStal v-,. pV~ p,oxlmal v ... 
PCR of the HSS ek!oment downstream of the 3' regulatOf)' region was per
fofmc:id for nqrml)lit~t.1Qn Qf OH.A input, PCR w,» pcrlormcd ln trlplltotc. 
Ouantlflcation of 0.J14 and Vt-0..J,. rearrangemenu ls represented as a heat 
map (Lowt>r), ON.A from purifioo wr pro-8 cel1s was used as a tontrol and 
normalizatlon (100% of the signal) for each gen~ re-a1rangement ranked ln 
each column. (8) Recurrent mut.a tioos in 8·AU blaru indutcd by PA>CWLN, 
WhOIH-xome $tquencl~ (WES}wts f)trlormed on SM cells from (1'11} leuktmic 
Pf'îl mite. Mutations found on Prpn 11, Kras. PaJ6, and Jak3 genes were w rified 
and scrttn4?d for te<:Uttence by targett?(j next•gcner.,ûon sequencing (NGS) on 
SM <t'tls fton'I 11 leukemk. 3 wr. and 41 preleuke,mic 3Ck:l,<ild pr, mke. Each 
row r..-presenb a 9'vk..,,i.., wmpltt, and ci.1ch coiumn rcprt!k?nts a 9enetit a f. 
teratlon. Cotors iodka1e the position of the mutatlon. and num.bets rep,ese01 
the variant a11ele fre,quency of each mutation. (C) Mutations oo PTP/1111, KRAS. 
N~ JAl<J, JAX2, and PAXS gtnt:S wcrl' ~rtened for rec1.1«enœ on 101 B·All 
patient samples. Eath toll.l'Tln represents a 8-ALL sample das-sified attord\ng to 
the lndic..ltcdoncos;ienic s1.1btypc:Jt. and e.X:h row rc~wnts., oc:nc:tit ~crntion. 
Colored bolles indkate the presence of a mutation. listed ln Oataset Sl. 

PAXS·ElN Oncoprotein Perturbs Early B-Cell Progenitor Cell 
Differtnti.ation at Prtleuktmlc Stage. The suJVÎ\'aJ cw,·e of PE' 
mkc rc"calcd ::i leukcmia onse1 starcing at 90 da.fier binh (Fig. lB). 
This leukemia development latency allowcd us r:o explore thé crfccl 
of PAX5·ELN onroprotein on the early stcps or lcukemogenesis. 
Cyl'Ological examinai.ion or the preleukemic: pf:11 mice confirrned 
the al><e.ncc of blaslS in 1hc BM (Si Appe11dir, Fig. SJ,,I) and any 
ob\'ÎOOS pcr1\l.l'001ion or the main œll lincagcs (SI Appmdix. f ig. 
S38). Moreover. Lhe ahseoœ of detecLion or Ptpnll. JV'a.\·~ Pax5, 
and Jak.J mumtions in lhc BM of prelcukcmjc PE'" micc (rig.. 28) 
nllowc:d us 10 precif.Cly :)cidres.', the n)lcof PAX5-El.N in leukemia 
initiation. before the onsct o( clonal tr::msfommtion induccd by the 
<Kquisition of udditionnl coopcnuing oncogenic cvénts. 

To idtmtify the earfi~t cdl typ~ that :1re affc<.1t:d hy PAXS
ELN oncopmtein. we anaJyJ..ed B-celJ progenitors (SI A1,pcmlfr, 
Fig. S3C) in the BM of pe,< mice during carly and laie pn:· 
leukemic stages. name.ly at 30 and 90 d afi.er birllt. respecti,..ely. 

l.$mtCCJ e-t al. 

We obser\'ed that PA.X.5·ELN signiJicruuly i11du.ced a 1hr~e- to 
foutfold expansion of the pro·B population m 30 and 9() d, 
whereas p:re-pro-B and pre-B populalioos were no! affected (Fig. 
3 A ;rnd Xl) . lnl'eréstingly, .30-d-old P~' pm-B cells cxhihi1cd a 
polyclonal profile for D11.lt-1 and VuDJu gcnc rcarrang_cmcnls 1ha1 
was n.)ughly comparable lO Lheir WT <:x>un1e11:mr1s (Fig. 2A), in
dicating thal PAX5-ELN-induccd pro-8 ccll cxp;msion was riot 
associatcd wil.11 a clonai sclcctfon al Lhc preleukc.mic stage. ln 
additio n, this pro-B tell expam,ion wa~ a:,soci.ated with a redutüon 
of the immature 11nd d rculating B·ccll populations in tbc BM (Fig. 
3 A au<l JJ). ioditating 1hm P AXS-El.N partJally hlütk.cd 8-eell 
diffcrcntiation a l the prcleukc:mic stage. Ae<.-ordingly, wc observed 
a moderace but signiftcam rcduction of spleen size. in preleuke.mic 

F wt P1.t.ouk 

1mm 
§~~ ..,, ____ _ 

KlJrIJ 

G 

F"tg. 3. Pf'o-B «:etl~ ,u e cx;p;sndtd by PAXS•ELN • t à pn:lc1.1keml( ph;,\.t. (A ~nd 
8) PreJeoukemit flf''I pro-B cel!s t11:hJbtt an abetr'a11t expansion p0tentjal fn vivo. 
lmm1.1nopl,enotyping of SM cetls from 30-d-old WT and Pr~ mite was per· 
fotmed using B220, CDt9. C023, lgdA., and Kit rnarkers (A, t e ft), and a gating 
suategy w,n aJJPl ied to discriminate B<eJI subpopulations {A. Right and SI 
App~ndlx, Fig. S2), AbSOlvtc n1.1mberi of p,e-,p,o-B, p ,o-8, pre-,8, lmm&t1.1re 8, 
and mature- 8 cells from 1he SM of 3(). and 90-0,<ild wr and /JE19 mke were 
c•lculilted (S; n c 5 to 8 mice f)('f' tonœtk>n). (C-E} Ptelevkt'fflit and lcul(emlc 
1>('11 e tells e).hiblt dlfferent engraftment potentla~ Total 8 celts from the SM 
of preleukemk and B·Al.l Pt* mke (CD4S.2·) we<e purif,ed and i.v. transplanted 
in re<i~t miCe (C04S.r, n - 3. 2. 105 cells l)ef' tnoust}pt~r~ted wlth 30 ,.g 
busutfan {C). The same riumbef of total 8 t ells ftom the 8M of wr miœ was 
transplanted in p.,rallel as tontrol {C; n = 3). The i)roportion {O, ie/0 .-,net al> 
\Oh.rte numben (0, Rlght) of dooor-derlved (C045.2*) 8 tells ln the redpletn BM 
wc10 t.tkvlatcd S wk l ftC":r t~nwlont,11-tion, Spleen we,ighb of cngr.,fted mke: 
vll!le comp;s,ed {E). V end G) Pte,lcokemk 1'f!'9 p,-o-B celk expand after 1rans, 
plantation. lnwnmophenotyping of en17afted 8 tells (C04S.2 .. 8220""C019'' ') in 
lhe BM was; pe,tom,~ {f). and absOLFte numbers of do,,o,--derived (C04S.Z") 
preleukemîc: pre-p,o-B, pre-B, pro-8, im,na1ure a, and man.e B œlls in the re-
('êpient BM wt"tC cokul.;,tcd (G). Erro1 b3,r') 1t•procnt st:l)n(l;,rd dC'Yii)tiord, ... ,.P < 
O.OOOS. 0 fl' < O.OOS, and "P < O.OS; ns. nonslgniflcanl. 
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PE'JI- mire oornpared wilh ag,e-.matched WT ,nk-e (S/ Appendfr.1 

Fi~ $4,.<1), sugges.ting that PAX.5-ELN relàioed a.celJ looding in 
pel'ipher;:iJ ly,nphoid organs. lndeed, whiJe 1..he ovet.:ill distribution 
of B,œll populations was unaffected by PAX5-ELN in the spleen 
(SJ Appe.1tdi\·, Fig. S4H). Lhe absolute number of îmmaturc and 
muttirc splcnic 8 cclls wus signilïcuntJy re:duced in prclcukcmic 
Pl~ micc (S/ Appe11dêr, Fig. S4C). The abovc rcsulls indk11te thnt 
P.-1\XS-ELN 01J,1,.."0pm1cin cxpands prcl-cukcmic pro-B cclls at th<: 
ex-pense of suhscque nl stages uF mmura1ion in vivu. Finnlly. we 
confinned th:u PAX5-ELN ahctcd 1hc inl rinsic capa.city o f di(. 
fere.nt iation or pro-B <."ells usiug in viiro fune1iont1I appru~1c-hes. 
aJ1d had a resLricted express.ion and effect on 1..be B-œll lineagc (SI 
Aµpendù . Téit and Fiv. S; and S6). 

PAX:S-ELN Oncoprotein Confers an Aberrant Expansion Potential to 
Preleulcernàc Pro-B Cells. IVe first cvaluatcd the e(fccl or PAXS
ELN on B-œll progenitor tul1l()1.'er using à lO!ul llM lmns
planl:nK)n [15..")lly. The data s1rongly suggc::sied that PAX:5-EI..N in
dutcd an .tbc!mtnt cxpan:-.ion potcnlial 10 prcleukemic pn~B/pre-B 
progenilOrs bcfore B-ALL transfor111ation (SI Ap1>t:mlir. Tex/ and 
fig. S7 A-D). To s.rrcng1heL1 this oorioo, we 00111pared the re. 
cor1.,titution potentlal of \Vf. prclcukemic. and lcukemic P~ B 
ccll~ Equul numbcrs of lotal l:l cc lis purificd from the BM of WJ', 
prc.lcukcmîc, and lcukcmic />~ micc wcrc transplantcd into con
gc-nic m.icc (Fig. 3C). Fivc wcc:ks u(icr tmnsplanHHion, cngràftmen1 
cffidencies of WT aud prdeukcmk Pit' B cells were .similt1rly low 
(Fig. 3D). and recipient mice dic.l not cxhibit ~l)k nomeg;1ly (Fig. 
3E). h1terestjogly, the aoalysis of engrafled Jkell comp.i.rl1tlentS in 
thé OM of n::cipienl mice n:vealdl an ahe.rranl proportic;m of pf;'S 
dunor-deri\'L'<l prc,-8 c.-eUs specific~1.lly (6.5 ± 15-fol<l CXpànsicm) (Fig. 
3 P and G and SI Appemliî, Fig. S7ë). This slfiking. expansion wa.~ 
nm associmcd with the. acqui..;ition of Ptpnll. Krw, Pa:6, orlak.1 
mutations (SI Appendb:, Fig. S?/-) , ln addition. consistcm with our 
rcsuhs in stcady-slatc conditions, wc obsc,vçd a modcrntc but sig
ni6cant dîminuttOn of the cngraftmcnl cfticicllC.')' of prclcukcrok 
PJ::- B ~Us in the spleen <.'Ompartd wi1h WT controls (Fig. 30). 
Thb WUS duc 10 U. rcduçlÏOn or lht numbcr (>( dônOr·dt rived int
m:,turc nad matun, 8 o:lls (SI Appi'lldvr. f ;g. S7 G and //). 

TI1us, our tn\11splo1'Ll<UÎOn experiinems with preleuke.l'tlic B 
cells pro\'Îde a<lditiona1 e\•idenœ to supp(n'I th&t PAX5-ELN 
induces an al>e-muu self-renewal accivity 10 normal pro-B ccll~ 
be(ore clonaJ and maligu:m1 rransfor111a1ion. On the otJ1er hand, 
recipient mice tro.ns.plantcd with clonai leukemic PE1

i ceUs 
exhibitcd a high lcvcl of cngrnflmcnt in 1hc BM (F;g. 3D) as
soci:,1cd with an impon-anl bla:t1 in,•asion in 1hc spleen (Fig. 3 D 
aad E), and with 1hc prcsern ... -c of Ptpnl J mutations (SJ ApJX·ndix. 
Fig. S7F), thurrittcris1ic Q( 1hc ~preAding or u donal popufo1ion. 

Combincd, our func1iom:il appronchcs t$1Hblish n sh11rp diffo r
enœ in the rec(m~1itu1ion p01enfiàl between cloo:.11 au<l nond onal 
B-œll popuhstions in out model. Funhennor't\ tbey indicate thot 
the pro-B cell comp·artmem is abnormally exp~mded by PAX5-
ËLN oncoproteîn at lhe preJeukemic stage. and therefore repre• 
sems the llkely cellular target of leukemia. injûatîon. 

Gene Regulation by PAXS-ElH in Pro-8 CeJls. (la:-c<l o n lrnni.icmt 
fr:msfoclion ass;r .. ys, PAXS fu~ion protéins inclmling PAXS-ELN, 
PAX5-ETV6, aod PAXS·FOXPI were û1oug,ht 10 act a.s 
dominam-negarives by affecting the 1ranscriptiooal activity of 
W1" Pi\,XS (1 1, IJ, 16, 17). However. recenl cvidcnce in vîvo 
rc\'Caled tha1 PAX5-E'rV6 or PAX.5-fOXPI fusion protcins 
marginal!)' modîficd the expression of PAX5 1argc1 gcncs (J5, 
22). To add~ chis hypolhc:ds in our in vivo modçl, wc firsl 
comp:m:d the genc c~pression pro[iJcs or purificd pro-8 ccUs 
from preleukemic PE14 micc and :.ige-matchcd WT micx (SI 
1-lppendfr. Fig. 58.A ). Tranllerip1ome c10:llySil:> idi.:nlilïed 145 up
rcgulatcd and 49 down-regulau:<l genes with .:1n è'~'Jlrc-ssion dif
ference ol' more 1h;m 1.5-fuld ;md ;'tl1 adjuSl!;!d r valut- or <l).05 in 
P;lX5~ELN-cxpress:i11g pro-B ceUs (Fig. 411 and Datasec S2). Jn 
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Fig. 4. (A) S(.atter plol of gcn4t olf.l')renion diffe:re:nu:> l:>l.•\W(Ntn in vivv 
purifled VVT and Pf"0 p1eleukemlc pro-8 œl!i {Leh) and between elf. vivo 
El7.S feta'l liver Paxs·' ·· pro-8 cel~ transduced wi1h either MIE-PAXS or MIE 
tettovlral \lecton {!Ugh(J based on three lndepencte-n1 mlaoar,ay experl
rm,.nt-s, The normalited exp,Msio" dat<1 of individuill coding genl?'S {indkilted 
by dots) v.,:-ie p4otted 0$ the o-11eto,gc:i ~9 1n1.ki (4\vg log). tJp· ond down· 
regulated genes wlth an el<pression d iffe,enœ of > 1.S- and > 3-fold. and 
on 6-djus-ted P v.elut of <0.05, ._,e cOk>t'td in ied ot blue. rcspec.tvtly, (B) 
Absenœ of a general domlnant-negatlve effect of PAXS--Et N on e• Vivo 
PAXS•regulilted gene> in pro-8 «,Ili, Comparison of PAXS-activated o1nd 
PAXS·E~epressed genes (L.eh } and of PAXS-repressed and PA.XS--ElN-ac
tivated ge-nes (Righf) in p refeukemic pro-8 cells. Ove,lap indkates th.at one 
gene w;,s aetiv;,ted by PAXS and re-presS4'!d by PAXS·ElN and 14 ~ne\ of the 
PAXS-repressed genes were acdvated by PAXS-ElH as represented by col
o ri?d b;Jirs, (() Heat m;,p d~pl~in9 the ditt('"l'f!n tial O.P,l:'.$.SÎOn of PAJG,.ELN ... 
actlvated Cred> and -repressed (bfue) gene.s ln Wf (.n = 3) al'KI P~ (n =- 3) pro-
8 cells. lht' 46 PAXS-ElN- modified genes were se'ected on the basis of an 
~pn~ulon dlfftt"ence of >2·fold (P < 0.05) and f0t encodlng a pro1ei:n lm
plicated il'I one of the indkated pathways. The e)(pres-sion value of ea<h gene 
i~ vi~u., li.tcd .i<:<:ordin9 to the indiciJtcd K.akr. 'The rx,thw.ty -'nno tat.ion ls 
sho'lffl (teift), (D) Venn dlagram lnclkating the oveflap between PAXS-ETV6-, 
PA.XS·FOXP I .. (IS), .tnd PAXS-ELN .. modifü:d ge~ ln pteltvk.tmit p ro ,8 
ce-lis, ,elecu-d f0t an e,iptession dlffere11ce o f :>3·, 3·, and 2-fotd~ respec
tlvely (L.eft), PAXS•ElN-modified ~nei that 'ffl!Je induded nf!ither in PAXS
E1V6 nor in PAX5·FOXP1 slgnatu(es ate lkte-d accordlng t o thel:r blologluil 
fonctions as tr.lnscriptiooal regulators, signa l transducer-s. secteting proteins.,. 
~ind w rft1:~ r~t:p1011. PAXHI.N- ;,ctivélled t nd --represscd ge,nts 4rc ln· 
dltated in red and blue, res.pectlllely. 

parnUel, wc eslablii;hed 1, list or ex vivo PAX5-modified gcn~s by 
comparing the gcnc expression profiles of l'ax5_1_ cmbryonic 
li-.1er (EJ7.5) pro-B cd ls ret.rovirally transduced wi1h e ither MIE 
or MLE- PAXS. This slratcgy 1cd 10 the idcmific.a1ion o( 174 
PAX5-up-regulated aod438 PAX5-repressed genes (Fig. 4...1 a11d 
Datasc1 S3}. lntcrestîngly. the genc set e nrichment analysîs or a 
well-esc.ablishe.d lisr of i11 vivo PA.,XS-regula1ed ge11es., arising 
from in vivo gcnc expression profiJcs of murînc Pa.o•I+ and 
l'w:s w/- p ro-n cells (22). with our ne\V ex vivo PAX5 gene sig· 
nature dcmonstrates a global .!iimilarhy bccwccn the 1wo ap
proaches (SI Appe.,ulù. Fig. SSB). We de1~m1ioed the ove.rlap of 
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out e:< vivo PAX5-acti,•illed genes wi1h PAX5-ELN- 1'epressed 
genes. l11is ,:malysis reve.aled Llu1t ooly one gene was activ;ued by 
PAX5 and represscd by P,\X5-ELN. Convers,ly, only 14 of the 
PAX5-repi'esscd genes were aclivaled by PAXS-ELN in pro-B 
cclls (Fig. 4B and D~1lasct S4.4 ). Ooscly similar n;suhs wcrc 
obseJ.Vcd whcn v.-e uscd lhc wdl-cstnblishcd lisl of in vi\'O PAXS
rtguh1ted gl!nt:$ (22) (SI Appt'ttdfr. fig. SRC rmd Data.~c t S~O). 
furll1er validating our .approach. fil ;Lddition, we ob~rved by 
qPCR t..hat ectopie expression uf PAX5-Elt~ in preleukemic: pro
B cells was not associated with the down-regulation of endogc
nou,s Pa:rS and ils two common iarget gcncs CDl9 and CD79a 
(SI App,11di.r, Fig. S80). Finally, wc confi rmcd tha1 the mojori1y 
of the genes modi6cd by PAX5-ETV6 and PAX-5-FOXPl in pro· 
B cclls ( 15) did no1 O\'crh1p with our PAXS-reguhited gcncs (SI 
Appcmlfr, Fig.. SS E :u1d F and DauL~I S4 C 11nd D). Togcther. 
similar LO PAX5-ETV6 and PAX5-FOXl'I ( 15). our results in
dic.ale lhat in vivo. PAXS-ELN lfr>es 1io1 generally antagoni2e 
the normal [unclions of PA,'(5 in prclcukcruic pro•B cclls. 

To gain i~igl11 into the molcculo.r rcgulmion of PAXS-ELN in 
the earty stcps o( 8-ALL dcvclopmt.!nl. wc focuscd on the gcncs 
prcscnting a lwofold c:bnngc of expression whcn comparing prc
leukemic PE'3 with WT pro-0 cdlo,. Fony-onc: ac1iv111ed and live 
repre$Sc!;d PAXS-ELN genes were identifit.:'d in prcleukemic Pit' 
pro-B œ lls (fig, 4C nod DaL:L--eL S2). To identif)' sharOO 1nt)leculur 
prognuns induced by PAX5-ETV6, PAX5-FOXP I. and PAX5-
ELN. we overlapped the lists of their targets in preleukemic 
pro,B relis (15) (Fig. 40). Notobly. we found only six common 
gcncs. including gcm."S cncoding for lt !)ignal tnmsduccr (GimopJ), 
a ~e<.-reted pn>lein (SçmuJg), .tnd rurfott n!Cl!pl'.ll'S (Hlra .tnd 
Tn:ml) (SI Appc,u/ù, fig. S9A). ln contnlSl, we identified 25 
PAXS-ELN-mcidified gcneSt which werc modified neithèr by 
PAX5-ETW, nor by PAX5-FOXPI (Fig. 4D). lnccres1ingly. thcsc 
gcncs cncodcd four signal 1ransduccrs. rou.r socrctcd protci.ns, and 
SC\'Cn surface rcccptors but also 1hc four transcriptionaJ rcgulators 
Lp,11, l,pasl, Hipl, and Cebp,.• (Fig. 40). 

The nhove, rcsult.s suggesl 1hm PAX5-ELN predomina n1 ly 
rcgulotc!) an indcpcndcnt molec1.1hu progrum in prdcukcmic 
pro-B cclls.. To providc ndditional suppol'l 10 thi,;i notioo. \\'e 
catesorized PA)C5-ELN-111odlfied genes according 10 p~11hw~ys 
and idenliticd activatcd (act) and rcprcssed {rcp) gcnes coding 
for proteins învolved in the following processes: adhesion and 
migration (19 ocl), immune system (5 oct, 4 rcp). P13K-mTOR 
signaling (7 net, 1 rcp), ongiogcncsis (6 acl), mclabolism (5 act), 
and Wnt sign<1ling (3 act) (Fig. 4C). Mo~, of 1hese pathwnys ;)re 
strvngly dc.re.guhucJ in PAX.5-ETV~induccJ B-ALL cdls 
coinpared with their preleukemic coumerpans (15), suggesting 
1ha1 PAX5-ELN actn•:1tes al the prefoukc.mk stage u molecular 
progrnm rcquired for 8·ALL devclopmcnt in PAX5-E'1'V61v,, 

micc, lntcrestingly, Y.'C identiJicd six. genes (Ep'1sl. Arlige./12, 
Fetub, Rapge/3, Gt1/nt/./, and Cd248) adÎV'.tlccl by PAX5-Et.N in 
prcleukcmic pro-8 cclls 1hot \\'ère shown to be spccifictllly acti
v:ltcd in B-ALL PAX5-E1V~ cells (SI A11pc11dlt, Fii;. $98). 

ln conclusion. wc ht1vc. identilïed regulated PAXS-ELN _genes 
in prclcukemic pro-B cells with imporrnm functioos în sevcral 
s.ignaUng pathways and gcne c:andidmes that esiablis.h t..hc mo
lecular bases 10 drive 8-ALL dcvclopmcn1, 

Discussion 
Genomc-wide profiling ide.n1ified Lhe PAXS gene r,s the most 
freque.11 1.. targ...:-1 of sommic mutation Ül human 8-AIL ( 11 ). 
Nonelheless, while PAX5 acL" as a ntain tumor suppre~ or geoe in 
8-ALL. B-ce.U dc,..clopmc.m is normal in hctcrozygous Pa.t:~ 
m.iœ (5. 23), unless primed by chemic-.al or retro,..iral mutagenesis 
(24). suggc:sti11g oncogtn_ic cooperation for 0-ALL 1rmu;
fonna1ion, lndccd. the tumor ~1.1pprcssor fonctions of Pa:r.S i:n 8 
Jeukemogent~i~ were. r<!\'ealt:d under cons1i1u1ivc ncti..,mion of 
STATS, JAKI. ar1J JAK.3 (24, 15). PAX) i..,; :,lso im·olV'ed in n:
ciprocal tr-.insloc-.itions leading 10 the fusion of iL'l N-terminal 

l.$mtCCJ e-t al. 

doinajJt wid1 lhe C-tenni11al sequeoce of~• second IJ':lJlSCriptjon 
factor such as ETV6 and FOXPl (1 1, 26). ln oon1ras1 with 
hctero-zygou.s PAX5 dclctions. which are considcred 10 have a 
secondai)· role during late stages or leukemogenesis. it is gen• 
er:.d ly assumc:d tha1 PA.tXS fusion prolcins ncl as primaty onco
gcnk cvcnts altcring normul B-ccll dcvclopme,nl in the carly 
!ikps of the. dise.a))e ( 14). A wide. divc~ity of fusion partners ha.:; 
beeo describcd (9. 14). Rc.marl:~1hly, they ail ç(>nserve d1e N
terminal D NA~binding regiun or PAX.5 and 1..he NLS bul Jack 
the potcn t C•tcrmi11.al transcripliooal reguhnory domains1 sug• 
gcs.ting t..ha t the PAXS part of the chime ric protcin is rcquired for 
lc.ul;cmog,cncsîs. 

The loss of PAXS trflnseriptiomtl dom~1ins in 1hc chimcric 
protcins kd 10 1hc notion th111 the fusion proteins migh1 net a$ 
constitut..ive repressors. as shown in v::irious reponcl' assit)'S (11, 
13, 16~ 27). Consequeml)'. il was iüfotted dHu B-AU tuight arise 
as a resutt of ;,n autagonizi11g c:ffec1 of tlu: fusion protei1is on 
PAX5 act.ivîty. ] be situation may be more complcx. as ilJustratcd 
by the rcccn1 finding 1h01 PAXS-ETV6 ond PAXS-FOXPI do 
oot uctuaUy modify the expression of PAXS ttugct gcncs bul 
r.Jlhcr impUcatc prc.·B ccll rcceptor. migration. and adhcsion 
~ignttling palhwnys (15). ·PAXS-ELN rc:atrungc.mcnt i:: unusu:11 
be<.\1use it does not involve a transcl'iption fac-toi' but an exu·a
œ.llular mmrix pl'Olei11 (13). Furthermort, PAX.5-ELN is ont: of 
the chimeric ,,roLeins that conserve.~ 1..he larges, part or PAX5. 
Although PAXS-ELN blocked dte 1mnscrip1ion of PAX5 targeL 
genc.~ in trans:.ictivatfon assays ( (3). our results indicatc lhat 
PAX5-GL.1'f wu.s tible to rcprcss only one of the P.A.XS-t1c1jvtHcd 
genc!t an<.I to attiV'Jle a small St1l~tL of the PAXS-repress..:.J 
gent.,s, s1Nmgly suggescing that PAX5-ELN does not generully 
;rnragoni1.e the notmal fonction of PAX5 in prcleukemic pro-B 
ccllç. Thu:s. in line with PAXS·ETV6 and PAX5•FOXPI modcls 
(IS), our in vivo data do not support the gencral ity o( a 
dominant-ncg_at..ivc mcc-hanism for PAX5 fusion protcins. 

ScvcrnJ hypothcscs could be pu1 forward 10 ::u:x:ount for Ibis 
discrepancy. One possible expbtn!ttion could lJ4! merc.ly <1m)n1irn
live. ln hcic.rozygous micc. thus nüruicking the .situation iu pa
tjen1s. the 0011«1urmjo11 of the fusio11 pro1eio may be bc.low tl1e 
t.breshold ret1uired 10 exert :1 domioa,u-negative dfect, wherett$ 
ùtis Lltrcshold may be rcadHy achicvcd in tra.nsicm rcponer assa)'S. 
As mentioned above, expression of a small subset of PAX5· 
rcgulattd g_enes was impactcd by PAXS·E.LN, suggcstiog that 
thcrc iuc ins.la.ncc-s in vivo wbcrc the dontlmmt-ocgat..ivc cffcct i.s 
tx.erted by lht: ()u(;Oprotc:jn. AhermuiveJy, 1hough nOI mulually 
è.xdu..-..i,'t:ly, fm;ion prOlcin,; mny hc ~uhjerted tO differen1 rt:gu
lam,y meclrnoisms (half-life, posttranslatiooal modifications. 
imeracr.ing pa1·me1-s, eu:.) in ,1ivo from the 1ime l::apse of 1rf111.,;ient 
expression. Jn 1his oontcxt. it should be noted tbat -although the 
exprcssioo of PAX5·ELN cON1\ w-.is driven by the powcrl'ul Jgfl 
rcgula1ory dcmcnt:i., PAXS-EI .. N leveli. wcrc nol highcr thun 
cndogcnous PAXS k,-vcls. cxclu<ling tm inappropri:.uc ectopie 
1:xprc:.-.s.iùn of 1he fus.ion pro1ein in QUI' model. lmpor1an1I)'. ;tl
thuugh the in ... enion of Pax5 into the lgfl locus lèd 10 T lym
phomas {28), the weak exprcs.~ion of PAX5·ELN in t..hymocytcs 
did noL pertuJb T•œll dcvclopmcm, undcdying the rcstric.tcd 
cffect or PAXS-ELN expression on the 8-ccll lineagc. 

lntercscingly, wbilc PAX5-ETV6 nnd PAXS-FOXPl orrcSlcd 
lymphopoicsis a1 the pn)-B/pre-B cell 1·ran~i1ion, thcy did nùl 

intluce lt:1,.1kemi::i on 1bdr own in lhc correspc:,nding: muwnt mice 
( 15), suggestjng th..:- requfrt meot of oooperat.ing n1u1alions for B
ALL 1r1msfùrmaticm. Specifîctall)', i11 00111rast 10 lhè PAX5-ETV6 
mouse modcl tha1 rcquired oncogcnic coopcra1io11 (i.e., loss 
of the CdJm2a/b tu.mor suppressor locus) for leukemia develop-, 
ment (15), PAX5-ELN cfücicntlyinduccd 8-ALL in micc. ln thi.; 
conlext, mosl dcrcguhucd puthwu)'s in prdcukcmic PAXS-ELN 
prc)-B cc.l is wt:re aloo Strongly derc:gulate.d i n PAXS-E'TV6-
induœd B-AU. œll~. Further at1.:1lysis rt:ve,,led 1h;n PA.XS
ELN pre.dominamly regulaLed an independent molecular 
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program in preleukei:uic pro-B celJs. ln whicb naivalioo or six 
ge.oes. alsù round activaied in B-ALL PAX5-ETV6 cdls ( 15). 
may cxplnin t.he s1'rongcr potcntiaJ of PAXS-ELN 10 induce ~ 
ALL compared with l'AX5-BTV6, 

B cc:11--spc:c-ific, conslitulivc exprçs,sion of PAXS-ELN lcd 10 
clonai 1nmst'orma1ion m,,,.'-<Jeimcd wi1h the ncc:1uisition ofaddilkmal 
mulàtions in key a,mponents of the JAK/ST AT un<l RAS/MA PK 
p<tthway.t These p1uhways reprt::Sènt two CC)mmon làfSCLll of so
matic murntions in other oncoge.ne-induced B-ALL mice (W. 30) 
:01d in human 8--ALJ- ( 11 )1 including PAXS•ELN B•ALL cases 
(31. 32). Our analysis of tl 8--AlJ.. patient cohon rcvcatcd the 
plO-'Cncc of l'AX5, 1'1PNII. NI/AS, KRAS, and JAKJ mutations 
withîn dîffcrcDL S.AU.. onoogcnic subtypcs încluding PAX54 

rc:lrntngcd lcukcmias and a PAXS-Eli'I B-AU. GH:st. 

This study clearly dcinonstratcd the cffecl ûf PAXS.ELN ûn 
feukemia initiat.iou à t the pre.Jeukemic stage. bcforc malignan1 
transformat.ion. The panial blockade of differentiatjo.ti inducèd 
by PAX5~ELN was associated with a.n aberrant expansion of pro
B cclls. whic.h wr-is also rcvc:;,led by tran.splanwtion assays. ln1-
portant1y. lhis prolifcrative ndvantagc was aot nssocialcd with nn 
obvious clonai sclcclion ~md thcrcforc .suggcsts tbat PAXS-ELN 
conri:n; Sc:lf-ren~I propertièS 10 pro-8 tdls, a ~ituation that i.~ 
reminiscent of the E2A-PBXI mouse inodel (30). Tiljs obser• 
vatioo supJ>orts the view tJH&t abel'raut selr-reoewal ac1ivity o r 
lyruphoid progcuitors Jnduccd by a priroary oncogcnc can be an 
iniLiating even1 in leukemia devdopmenl. T his cstablishes a 
preJeukemic stage sctting genctic ins.tabilhy and nœumulatèd 
gcnctic altcr..uions th~tt coopcmlc w lcad to folly lrnnsformcd 
B-ALL (J3). Emtrg,ing c:videntè suggests Lh.a1 prirttm)' gtnttit 
aheration can c."onvcrt normù.l C()mmiued progenimrs into prc
lcukeinic stem <.-e11s by reprogl'Amming aberrnnt self-renevial 
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propenies both in lyn1phoid and tl1)1eloid lioeages (33-35). hll· 
pommtly, rcccnt finding;; proposcd that long-h1sting prc.lt:ukcmic 
stem ccUs wcrc hiddcn within the bulk of lcukcmic œ:Us. and 
ser\'ed as a reservoir for dise.ase re laJ>se (36, 37). Ao inipon:101 
t:hAllengc is 10 identify and 1arge1 thcsc lc::ukc-mic initiating cells 
that rcprcs.cnt an cxtrcmcly rare subpopulation in patients, ln 
this re-spect. ùle availabiJity or the PAX5-ELN mousc model 
~hnuld bl!. vuluahlt.', Additiont1Uy, hy rctapituluting the <liffcri:nl 
stcps of the human discasc. the modcl rcprcscnls ~1 major op~ 
portunity 10 dcvclop ncw lhcrnpcutic stmcgics on bo1h B,ALL 
lnitiarjo11 ,rnd m:insfonnation. and a robust :and reproducïble tool 
for preclinicol SLUdies of drug scrtening and <le\'elOJ)mCnt. 

E.xperimental Procedure.s 
Generauon of the PAXS·ELN kno<kln mouse model, FACS analysls, lg rtat· 
rangement assay, whole-exome sequendng and spe<lfk resequendng. 
transplantation assay, mkroarray experiment. retroviJal uansduction. <O· 
aJlture of pro·B ce41s, RT·PCR. Western bfot,. and statisûcal analysls are de
scribed ln SI Appemle'K, 
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Simple Summ.,y: Acule lymphoblastic leulaamia îs a hcl~rogencous diseJS<J characteri7.cd by a 
diversily of genetic a.lterJtio1\S, foUowing a .sophistic.-ated and controversiol org.i1nization. ln lhis 
rcvkw, wc pr<.'5Cnt nnd dist1.1.ss lhc conœp·t5 c::xplori.ng the ccllula_r, molccu.lar a.nd functiona l hct
erogen~ity ol leukentic œ lls. We aJso revinv the emerging evidenœ indirating lhat œll plasticity 
nnd oncbgcnc-indua.-d rcpmgrnmming sho-uld be rnnsidcn.-d at the biological ond dinical levds as 
critic,J medumisms for identifying and targeling leukemia-initi.lting cclls. 

Abstract: Our undcr..tanding of the hic:-rarchiC.Jl c;:tructure nf .:lcutc: l<:-ukcmia has yc.t to be fully 
translated into therapeuûc approoches. lttdeed, chemolhctapy still has to t~ke into account the 
possi'bility that lcukc mia•initiating c;clls may have a distind çhçmQS(..nsitivity profile compan.--d to 
the bulk o( the tumor, Jnd therefore rue sp.:cred by the current treatment, causing the relapse of the 

discase. Thcn:forc, the identificntion of the œU-of--origin of IL-ukcml:.J n:mains a longstandin~ question 
,md .in exciting chaUenge in cancer re-se.irch of the last few decades. \Nilh a particular (ocus on 3CUte 

lymphoblaslk leukèmia, Wt:- prht.'nt in lhb :n:\IÎci-v the prèvio~ .ind cum:nl concepts exploring the 
phenotypic, genetic and (unctional heterog·eneily in patients. \o\'e o.L-.o discuss the benefits o( using 
ei,gint:ered mouse rnodels to explore the e21dy :.teps of leukemla development and t·o idenûJy the 
biologie.al mechnnisms driving the emetgenœ of leukemia-inîtiating cells. l-J nally, wcdescribe the 

major prospects for the discovery o( oew lher.1peutic s trategies that speci.t'k.llly target lheir t1berrnnl 
.stem œ ll-li.ke functions. 

Keywords: 01l('.'()genc-induccd reprogr.tlll.lning; (pre-)leu.kenûc s tem cells; ccll plastidty; sel(.rei,e-wal; 

onrogenic transcriptîon factors; acute lympboblastic le:ukcmia 

1. lntroduclion 

Cell plaslicity is a property required for œll reprogramming. The specification of 
cellular fate during development and dif ferentialion is a dynamk and evolving process that 
initiales in stem / progenitor cells. A network of transcription faclors con trois the balance 
belween the maiotenanœ of stem œ ll identity and lhe pl'O<'ess of lineage spedfication. 
However, soma tic celJ identity is no t fixed and can be modified siuce ceJJula r reprogra m
ming has been achieved. Especially, the concept of Uw stability of s tem cell function has 
been challenged by the 6nding that only the Oct4, Sox2, c-Myc and KIJ4 transcription 
factors are required for the reprogramming of somalie ceUs into lnduced plUilpolent stem 
cells (iPS) [1). lnlerestingly, 1hesc four factors have been shown lobe oncogenic in differenl 
conlexls [2), suggesling a link bclwœn œ ll reprogramming and tumorigenesis. This obser• 
vation is along the lines of the notion that canœr progression is characterized by the graduai 
Joss of a dlfferentiated state nssociated wiU, the reprogrrunmi.ng of slem cell-Uke features. 

Cnttars 2021, U,5Sll. https.:://doi.org/103390/canœrsl321.551 l https:/ / ww·w.mdpi.rom/joun,aJ/canœr.i 
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lndeed, trrulSCrlptional and epigenetic 01odifications occurrlng in mallgnan t cells frequently 
lead to tumor dedilferentiation and the acquisitio1t of stemness features Pl and can be 
exploited using machine lcaming app,v.,ches to predict the clin ical outcomc and to idcntify 
potential drugs targcting the stemnesssignature (4). Thus, cell plasticity, oncogene-induced 
reprogranunJng, self-renewal, perturbation of lineage identity and canœr initiation appear 
to be tightly int-ertwined and should beconsidered as critical mechanisms for identifying 
and targcti11g the ccll-of-origin of canceT. 

Self-renewal is defined by the fun>Cfionai property of s tem cell populations that un
dergo symmetric o r asymmetric divisions to _preserve tis.sue integrity and homeostasis in 
normal developrnent. Jn adult hemato_poiesis, sustained self-renewal is a distinctive func
tion of normal hematopoictic stem cells (HSCs) which is tightly controllcd by a network 
of transcription factors [51, whereas con1m ilted hema to poîetk progenitors are devoîd of 
this stem ceU property. TI1us, il was originally though t in myeloid malignancies that the 
biological features of leukemîc stem ceUs (LSCs) corne from reminiscent states of normal 
HSCs in which self-renewal is a centra~ property in the proœss of Jeukemia iJùtiation. ln 
particular, pioneering stud.ies iJ1 chronic myeloid leukemia (CML) considered that the 
primary oncogenic cvent takes place in rare and self-renewing multipot.-,nt stem cells [6,7), 
and established the concept that tllese ,œlls are prone to transformation because of their 
wûque self-renewal capacity. ln acute myeloid leukemia (AML), the notion that leukemla 
originates from an HSC or a cornmltted progenitor is debated in the field. The phenotypic 
characterization of LSCs in the original studies led to the ide• that AML is organizo.'<I ln a 
hicra.rd1ical pattcm, în n way similar to that of nonnal hem.atopoiesî.s and de:rive from the 
malignant transformation of a primitive hematopoietic cell [8,9]. Supporting this notion, 
some murine leukenûa models have led to show lrult AML-initiating mutations occur at 
the lcvel of 1-ISCs and alter thcir self-renewal properties [10, 11 ). Howcver, there is evidence 
that 1cukemia-initiating activity can be ,observai not only in an immature cell population 
but also in populations correspond.ing ta a range of nom1al comnûtted p rogenitors. ~1deed, 
a number of stud.ies brought evidence that more mature progerûtors, that normally lack 
any potential for self-renewal, may be the œlls-of-origin in AML [12-16J. Thus, oncogenic 
transcription factors can destabillze the normal molecular program of target cells, le.1ding 
to changes in gene expression and to a total o r partial loss of the original cell identity. 

Defined as the most frequent pediatric cancer, acute lymphoblastic leukenûa (ALL) 
is a muJtistep disease chacactetized by the acquisition of diverse genetic altecations that 
can be dassified into more than 20 8-lineage subtype; (8-ALL) and more than 10 T-line.1ge 
s ub types (T-ALL). These d.iffere,it oncogenicsubgroups are established ac..--ordlng to the 
identity of the first oncogenicevcnt carrying in the lcukcmiccclls [17). Chemothempy is 
efficient at inducing long·tenn remission in chiJd but is associ.lted wilh severe side effects 
and undesirable consequenœs, includimg second malignant neoplasms. Lndeed, while the 
5-year survival rates now exœed 9()')/o, the most c.ommon cause of treatment fajlure in pedi
atric ALL rcmains relapse that occurs in approximately 15-20%of patients (17]. ln addition, 
the treatment is a1so Hmited by indiscriminate toxicity townrds normal HSCs. Over the last 
dec-ade, genome•wide nnaJyses., mainly through next generation sequenàng npproaches, 
have been extensively used to draw U1e genomic landscape and the gene expression profile 
of ALL patients. As reccntly re,•iewcd and updated both in T-ALL [18) and 8-ALL (19,20), 
this offered major insights regarding the diversity of o ncogenic subtypes associated wîth 
altered signaling pafüwnys and led to patient stratification and to füe discovery of new ther
apeutic opportunities. However, aithough current chemotherapy is efficient a t reducing the 
tumor load by targetiog proliferating and metabolically active leukemic cells, the disease 
relapse points to the presence of r,_>sistant cells that escape treatment (21]. 11,us, pioneering 
works and emergiJ1g studies converge a round the notion thnt the b iologica.l propert.ies of 
pre-leukemic and/or leukemic stem tells, induding oncogene-induced reprogramming, 
œU plasticlty, sustained seU-renewal actlvity, cell-quiesœnœ and drug-resistance, can 
s ignilkantly affect leukemia treatment and should be considered in the S<>arch for new and 
more ta.rgetcd thernpies. 
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With a focus on B-ALLand T-All, we present in this review previous and rurrent 
s tudies exploring the cellular, molecular and functional heterogeneity in leukemic cells 
from patients. With a particular emph:asis on the lymphoid lineage, we also review the 
engineered mouse models that led to the recognition that a single primary oncogene could 
be sufficicnt lo confer stem cell-like propertics to co,nmitted progenitors, converting them 
to a population oî pre-LSCs. Finally, we dcscribe the perspectives for the identificnlion of 
new therapeutic agents that specifitally targel their aberrant stem cell-like functions. 

2. Cellular and Molecular Heterogeneity in Acute leukemia: ln Sea.rch of Leukemic 
Stem Cells 
2.1 . Tltt! Origiu of tire ùukentic Stem Cell Concept 

According to sevcml pionœring works (22-27], normal hcmatopoiesis is • wcll-known 
UghUy regufated proress bnscd on a hîerilrchkal organizntion in which a small number of 
multipotent stem cells maintain ail of the hematopoietic lineages. Similar to the nom1al 
hematopoietic •)•stem, the concept of leukemk stem cells (LSCs) supports the idea that 
leukemic cells are functionaUy heteroi,eneous, following a hierarclùcal mode( in wlùch 
only a minor population of lSCs residing are able to initiate and indefinitely maintain the 
neoplastic tissue. Historically and exper imcntally built on xenograft transplantations, this 
concept has corne from pionee.rà1g studies on AML from Dick's laboratory, which have 
defined a d istinct s ubpopulation of tumor cells characterized. by the_ir capacity to ùùtiate 
and propagate the disease when transp lanted into immunode6cient miL-e [8,9]. Since this 
f01ding, xenot-ransplantation of human leukemic cells has become the gold standard assay 
to study lSC activity [28]. Based on an immunophcnotypic identification, AML was thus 
the first hema tological malignancy with a reported LSC population withîn the tumor bulk 
that s ustains the long-term Jeukemia development. This has been confirmed by a number 
of subscquent studies dcscribing a rare and spe.:ializ..>d population of LSCs enriched in the 
C034+CD3S•Llneagc- fraction from AML patients [2Q-32J. Howevcr, transplantable LSCs 
from AML samples could also be found in the CD34+CD38+ and CD34- subpopulations, 
albeit with lower frequency (28,33-35], and therefore could be phenotypica.Uy more diverse 
than originally thought. Oespite this <:ontroversy, it is Still infe.rred that in contras! to 
leukenùc blasts that have linùted self-re-newal potentials, LSC-enciched populations reside 
al the apex of the leukemia hierarchy, are able lo sustain long-term tumor growth and 
constitute an important driver of relapse through their slow division rate that make lhem 
resistant to conventional therapies [28~l6). 

2.2. Phe11otypic a,rd Fu11ctiona/ Plastidty i11 AC.!, 
The notion of cellular and functlonal heterogeneity in leukenùc ceUs is of fundamental 

interest lo understand the leukemia initiation and development in patients. 11u«efore, 
the hierarchical mode! of rlw LSC conœpt was applied to acute lymphoblastic leukemla, 
in both B-ALL and T-ALL. ln B-ALL, s,cie11lists extensively used CD34, CD38 and CD19 
markers to explore cellular and functional heterogeneity in ieukenùc blasts from adult 
and infant patients, wlùch lead to 1Tu1.11y controversies (371, lt has origina!ly been pro
posed that leukemic cells with the HSC-like immunophenotype CD34+CDJ9- exduslvely 
contained LSCs in boù, high and standard risk B-ALL ['l8r19]. However, the foUowing 
investigations demo11stroted U,ot self-renewal activity can be c11rid1ed in leukemic sub
populations expressing ù,e C019 marker [40-43], corresponding phenotypically to a range 
of normal B-ceU precursors. Nevertheless, the prospective enrichment of LSCs in B-ALL 
uslng the CD34 and CD38 surface markers, associated or not w iU1 CDJ9, led to higlùy 
variable results (37,42-4~1- These con!roversial conclusions could be explained by the 
possibility that ù,e mnjority of blasts aa,ong the tumor can susrain leukemia-initiating 
activity, thus following a stochastic mode! of B-ALL. indeed, Voonoor and coUeagues 
chaUenged U,e lùerarclùcal stem ceU concept by demonstrating using limiting dilution 
assays (LDAs) that B-ALL cells able to engraft ünmunodeficient mice are highly frequent 
and are nol restricted to a population with a specific immunophenotypc [43,45). Using 
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ru, in ,1vo tracking approach by œllu!lar barcoding of B-ALL samples combined with 
deep sequencing, the same group repo.rted that Jeukemia-initiating clones are abundan t 
ru, d functionall)• equipo tent, exhibiting a similar ability to reconstitute the disease over 
sedal transplantations 146). O ther investigations by Rleger and colleagues demonstrated 
a t the slngle-cell level that the expression of CD:34 and CD38 markers is a highly plastic 
and dynamic process al tl1c s urfucc of B-ALL blasts [47], w hich also could cxplain the 
previous d iscrepandes in using these two markers for the enrichment of LSC activity. ln 
the saine Une of thought, the Joss of CD19 antlgen expression a t the surface of Jeukernlc 
œlls enabling the tumor to evade chimeric antigcn receptor (CAR) inununotherapy l48,4<l} 
is a wcll-known represcnralive cxample of ant igen plasticity and evolved ndapraüon of 
leukemic cells upon the trealn1ent. Therelore, the identification or several srable surface 
markers aberrantly expressed in leu.kernic œlls is critic.,11 to foUow the djse.1se evolution 
and to monitor resistant ccUs (30,51}. Together, phcnotypic and functionnl p lastlcity should 
be considercd in experimentol approadhes to idcntify 1.SC-enriched populations, but also 
al die clinical Jevel to explain therapy escape mechanisms and B-ALL relapse. 

ln contrast to 6-ALL, there are few published studies of ceU populations enriched 
in LSCs from humru, T-ALL samples. Nevertheless, o riginal works demonstrated that 
leukemia-initiating activity can be explored by using in vivo xenografts and in vitro as
says [52,..'i3}. The fw,ctional heterogeneily in hurnan T-ALL combined with U\e phei, otypic 
characterization of the LSC compnrtment has been explored using CD34, CD7 and CDI sur
face markers. ln particular, die work from Pflumio's group reportèd that CD34+CD7-CD4-
fraction from the blood of T-ALL patients does not p roduce Jeukemic blasts but undergœs 
normal hematopoiesis in vitro and after transplantation into immune-<lcficient rnice [S-l), 
which is quite similar to what has been obscrved for the CD34+CD19°CD38- population 
from 13-ALL patients [41,H }, and that correspond to the residual and circulaling nomrnl 
hematopoietic stem and progenitor œlls (HSPCs). ln fact, LSC actlvity sttms to be exdu
s ively present in the CD7+ fraction (5-1 ,55], suggesting that T-A LL initiation ls triggered 
in a committed T-cell. Fi.nally, T-ALLdevelopmcnt is s ignificantly pronounccd aftcr the 
xenograft of CD7+CD34+ Jeukemic cell population, as demonstrated in three independent 
studîes (5-1,51,,57]. ~,teresting ly, despite the fact that the CD34 morker seeins to be useful ta 
enrich LSC activity from T-ALL samples, immunophenotyping of donor-<lerived blasts in 
xenograft samples revealed that CD34+ blasts may lose the CD34 maker after transplanta
tion, and vice versa [57]. This observation suggests that CD34 cou Id be a plastic markeral 
the su rface o( T-ALL blasts, as it has been shmvn at the clonai Jevel in B-ALL (47), and asks 
about the functionaJ relevance and the correspondenœ of LSC surface markers between 
blasts from patients and b lasts from patieot-derived xenografts (PDX). 

Collectively, Lliese s lud ies challenge the hierarcltical organizatlon of the stem œU 
concept in ALL by raising the question of whether su rface m,,rker plasticity isconnected 10 

functional plasticity witlùn the tumor . .Jndeed, T-ALL characteristics such as œ U-surface 
immunophenotype, but also dom,ancy and chem oresistance, are under the influence of 
the bone marrow (BM) niches, lndlcatin.g an important cellular and functional plastidty of 
leukemic œlls in response to lheir in v ivo microenvironment (58). Using ALL xenograft 
modds combincd with in vivo ccll-division assay, Jeremias and colleagues also addressed 
thî.s notion by demonstraling that ste:m œll propert:ies, such as domtancy, treatment· 
resistance and leukemia-ù,itiating acfrvity, are reversible [59]. ln addition, the authors 
showecl that the functional plasticity of do rmant clones is dependent of their in v ivo 
cnvironmcnt and s uggest tl1al this rcversible mechanism could be involved jn treatmcnt 
foi lure und ALL relapse. llle molecular d1aracterization o f those dormant and chemo· 
resistant clones reœntly led to the extraction of a core subset of genes that would help for 
the risk stratification of ALL patients (60), as previous ly achieved in AML 1"1). Togethe~ 
these firtdings raise the irnportmtce of considering cellular and functional plastkity in 
the cliiùcal o utcome of ALL patients. This points ta U,e need to focus o n the functional 
mechanisms of Jeukemic cells, such as self-renewal, ceU-quiescence and -resistance, to 
identify new speci.fic 1.SC markers. 
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2.3. Wlre11 Mo/ecu/ar Diversity a11d C/0110/ Evolulio11 Meel //te LSC 71,rory 

Accurately addressi11g lhe œll-of-origln ù1 leukemic patients using surface markers 
seems to be obviously limitcd, not only by the plastic properties of leukcmic blasts as previ
ously describro, but also by thcir genctic heterogcncity, which represents a major hallmark 
of canœrs, induding ALL (62.63). lndeed, the developmeot of acute hrukemia is a mulüstep 
proœss characterized by the acquis illo.n of accum ulated mutations. Cons istent with the 
observation that acutc lcukcmias exhibi t a limited numbcr of gcnctic altcrations [64], ~.,ch 
mutation cun pcrlurb critical œ llular fo nd ions and their combinatorial interaction would 
be suffident to cause leuken'lia. 

Through a cytogenetic appronch by multiplex fluorescence in situ hybridization (M
FISH), Greaves and colleagues explored in a ground-breaking study the intrad onal genetic 
architecture of leukcmic cells from 8-ALL patiCJ1ts. Since lhc M-FTSH approoch allows for 
the detection of up to eight genelic alteralions al the single-œll level, the authors provided 
the first direct evidenœ for genelic diversity of leukemk cells by establishlng phylogenetic 
trees of clonai evolution withln individual !"'tients (65). Major insights in the composition 
and the dynamic of subdones in leukell11ic œUs have been also game<i through the compar
ison of the genetic landsœpe of pain.>d diagnostic and relapse ALL sa.mples, as performed 
in numerous works (66-75 J. Thus, genome-wide s tudies, includingsingle nudeotide poly
morplùsm (SNP), next generntion seciuenclng(NGS), comparative genomk hybridization 
(CGH) and multiplex ligatlon-dependent probe amplliicati011 (MLPA) analyses of matched 
diagnosis-relapse ALL samples, led to an exhaustive characterization of the gel\etic profile 
of palie1tts du ring the evolution of Lhcir disease. n,ese integrativc approaches helped to 
est-ablish the complex architecture of ind ivîdual lcukemia and revealed thnt a relapse may 
be genernted from major, minor o r anœstraJ clones from the initial dîagnosis. Remarkably, 
Mullighan and collcagues demonstrated that more than hali of the relapse ALL sa.mples 
lackcd some of the genom.ic copy 11umber abnormalities (CNAs) prcsent nt the diagnosis 
and acquired ncw and dis tinct genetic lesions (66,75,76]. Tilis observation indic.ated lhat in 
the majority of ALL cases, relapse leukemic œ lls have evolved not from the bulk of the 
diasnosis cells but from a clone that harbored a restricted number of genetk alterations, 
s uch asa founding chromosomal translocation. ù,deed, while a relapse may be produced 
from a predorninant clone at the d iagnosis, the majori ty of them arise frorn pre .. existing 
minor subdones lûghly diluted within the diagnosis sample or from the clonai evolution 
of an ancestral clone J 66,75,77,78). 

By the same way of evidence, whole- and targeted-<.>xome sequencmg of peripheral 
blood cells from a large cohort of healthy individuals identified that 10 to 20% of people 
aged over 70 harbor pre-leukemic mutat'.ion.s resulting in the dominance o î a small number 
of HSC-derivcd clones, a process callcd: age-rclated clonai hematopoiesis (ARCH) (79,SOJ. 
\>Vhile these pre-leukemic HSCs stlll have the capacity to differentlate and produce healthy 
blood cells, additional mutations can lead to disease progression towards myeloid ma
ligmmcics such as AML (81 ]. ri, addit ion, ultrn-sensitive decp sequencu,g of torgeted 
genomic regions from AML patients reveal.ed the existence of long-lasting clones carrying 
pre-neoplastic mutations, refer red to as pre-leukemic HSCs hidden witllù1 the bulk of the 
tumor and that serve as ,1 .reservoir for dîsease progression [82-841. These celJs can thus 
acquirc stem cell-like drug resistancc me<:hanisms and by way of consequences, arc spared 
by currcnl trcatment and are involvcd in the disease evolu tion •md relapse. Dcspite of 
their low a.bundance in patients, il has been recently shown using donnl trac.king from 
single-œU transcriptomics that these pre-LSCs exhibit a specific gene expression profile. 
distinct from lhat of leukemic œlls and of normal HSCs (SS). 

Sinœ xenotransplantalion remai.ns the gold standard assay to evaluate leukemia
initialil1g activity, the notion that genei·ic subclones are frequcnlly selected in xenograft 
rnodels adds a level of complexity to the LSC definition. Nevertheless, tracking leukemic 
clones 111 immunode6cient mice not onJy provides insights into the genetic and clona! ar
dùtecture of human ALL, butalsocru, be used to lsolate resistant and adaptative subclones 
that participate to disease progression. lndeed, il has been show11 that xenograft models 
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ofT-ALL can recapîtulate at the genetic and functionul levels to U-.e gain of malignancy 
observed at relapse of the ctisease, induding aggressiveness and therapy resistance [861. 
Consistent w ith a branchèd rather than l.inear evolution, onrogenic t.rees showect that 
xenograft and relapse samples had frequently derived from an ancestral pre-leukemlc 
clone, and not from d iagnosis œlls. lnterestlngly, in the case of ETV6-RUNXl-iJ1duced 
13-ALL. the putative ancestral pre-leukc.mic clone harboring the ETV6-RUNX1 fusion only 
observed at the tim~ of diagnosis does n ot regenerate neîther over serial transplantations 
nor at the relapse 165). This fincting su.ggests that although xenografting leukemk cells 
allow us to explore the genetic progression and the aggrcssiveness of the disease, il does 
not reprcsenl a relevant approach to expand and isolute ancestral pre-leukemic clones. The 
branching and multi-clonal evolution model of leukemogenesis hus been similarly explored 
using xenotransplantation approaches in BCR-ABL1 187) and in MLL-rearranged [881 ALL. 
Thercfore, although debated ln the literature 189,\IO), genetic and clonai vnriegations should 
dc.finiteJy ~ considcred to definc l..SCs by using transplanh1tion in immunodcficient micc. 
Through un unprecedented lorge-scale LDA xenografüng approach combined with tilr• 
geted sequencing, this point was recenU y d,,rified by the isolation and the d1aructerization 
of subélortèll ftom diâgnosls B-ALL sarrtples résponsible /or à relàpse 191 1. Thesé clones, 
refenred to as ctiagnosis Relapse-lnitiating (dRf) clones, cru, be revealed only in a nùnor 
proportion of xenograftw rnice and display low sensitivity to chemotherapeutic agents. At 
the molecular level, dRI clones ,,ctivate the mitochondria metabolism and unfolded protein 
response (UPR) 1911, two stress molecular paU1ways that have been described to be critical 
in U,e maintenance of stem cell homeos-tasis and function (g2,93J. 

A better w1derstanding about the dynamic and the selection of leukemic cells during 
discase progression has also becn gained through single...;ell devclopmental classification 
methods. ln partkular, Nolan and colleagues developed a single-cell mass cytometry 
(CyTOF) approach [94] aUowlng for the simultaneous quantification of up to 35 proteins, 
includlng surface markers and intracellular phosphorylated proteins involved in normal 
and pathological ll-ccll developmcnt [9.'i,96). Using U1is strategy, t·hey were able to align 
humun 8-cell subpopulations into a unified trajectory and to precise their regula tory 
signuling pathways during eariy differentialion checkpoints [96]. Buîlt on this expertise 
and combined to maclùne leaming apprœches, they recently established a single-œU 
classification of human B-ALL at the diai,..,,osis a,,d ident!Jied specific features, sud, as 
activated mTOR signnling and unresponsive pre-BCR signaling, which were sufficient ta 
predict patient relapse [9SJ. ln addition, Müschen and colleagues recentl)' used single-œll 
amplicon sequencing combined with a single-œU phosphoprotein analysis to study the 
interaction of oncoge,ùc Jesions in STAT5 and ER.K signaling pathways during normal B
ceU development and mallgnant transformation (97]. Using these approaches, U1e authors 
showed lhat the driver mutations in these two pathways are mutually exclusive in human 
B-ALL, consistent with the segregation of STATS and ERK phosphorylation. More,wer, 
the following functional experiments showed that concurœnt oncogenk STATS and ERK 
activation can subvert leukemia development, demonstrating the proof of concept that 
the reactivation of divergent and conflicting signaling pathways represents a powerful 
barricr to transformation (97). Recently, single-cell amplicon sequencing has also bœn 
applied in human T-ALL to study their clonai heterogeneity and evolution 198). Sbi.kingly. 
tbis approach allowed for the detection of dinically relevant subdones at ctiagnosis that 
evolved to major clones at later diseuse sl>lges. 

Collectivcly, lhesc s ludies uncovc:red a considcrable und interconncct<'CI subclo1ml 
diversîty in Jeukemk cclls from ALL patients, resuJting from a complex, nonlinear and 
brilJlciùng evolutionary pathway. They have also demonstrated that the majority of ALL 
relapses after chemotherapy arise from persisting and resistant minor clones already exist
ing at the lime of diagnosis, whlch cru, be revealed using xenograft models. These studies 
predicted the existence oJ an ancestral pre-diagnostic done harboring a minimal set of 
genetic alterations which is not yet transformed but al U,e top of the tumoral hierarchy and 
heterogeneity. ln addition to genomic approaches, this set of publications also highlights 
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the relevance in using single<ell phosph oprotein analyses to define a precise trajectory of 
normal and pathological B-cell development and to an tidpate füe relapse of the d isease. 

3. Oncogene-lnduced Reprogramming in ALL: Tracking (Pre-)Le~emic Stem Cens 
3.1. Sdf-Re11aml Property 111,rl U11enge Plastidty: Enrly Et'i11/s o[Le11/œ111ogem,sis? 

Major insights about the multistep proœss and the prenatal origîn of ALL develop• 
ment have been gained from 25 years of outstanding studîes by Greaves and his group, 
exploring leukemia initiation and progression in monochorîonic lwins 199). These studies 
revealed that chromosomal translocations, in particular ETV6-RUNX1, could be detected 
in blood cells many years before the leukem.ia onset, establishîng a pre,..leukemic sub-clonaJ 
comparbnent. Thus, these pre~leukemk œlls contain the founding genetic alteration but 
do not have the capacity to înduce the ctisease by themselves. La ter in life, the acquisition 
of fuU complement mutations transfom,s them into mallgnanl leukemic œlls, subject to 
clonai evolution and selection proœsscs, and leads to the genetic heli:irogeneity of the 
tumor bulk al the lime of diagnosis [99). n,crefore, it scems Lo be clcnr that ETV6-Rl/NX1 
originntes prenatally during fetal hematopoiesîs and acts as il first oncoge.nic event in a 
committed B-cell to induce U,e emergence or a pre-leukemk clone wlth alierecl self-renewal 
and survival propertles [HIO]. ~,tecesti.ngly, the self-renewing pre-leukemic clone exhibits 
the combination of surfoce markers CD34+CD3S.CD19+C010- that corresponds ncither to 
a no nnal B-cell su bpopufotion nor to fully trnnsformed 1.eukemic blast:5. Togelhcr, these 
fîndlngs support the view U, at self-renewal is an ea rly and obligatory even t in leukenûa 
ù, itiation, a specific feature of the cell-of-origin, and differs from the propagating activity of 
full y transformed lcukcmic blasts. Obvlously. the major li mil is that pre-leukemlc clones arc 
very infrequcn t in ALL patients (65,T;,J. Thercforc, except in rare cases of paired leukemic 
and pre-leukemic monochorionic twins [99], explorù1g their biological properties remaù,s 
lûghly challenging. 

To tackle this issue, the development of enginœred mouse models in whicl, there are 
activated partlculnr oncogenes in speci6c lineages is of critical interest. lndeed, transgenic 
mice represenl a valuable tool to understand the biological mechanisms by w hich a primary 
oncogene induces the disease and their ruse opens new challenges and has several perspec~ 
lives: (i) it allows us to dedpher blological mechanisms by which an o ncogenic pathway 
perturbs normal hematopoietic develop:ment and reprograms a committed progenitor into 
a pre-LSC during the disease Initiation; (ü) H hdps 10 understand the multistep proœss 
of the disease from the pre-leukemic to the leukcmic stages by identifying the oncogenic 
collaborative even ts driving malignant transfonnation; (iii) il a llows us to explore at füe 
molecular and functional levels the crosstalk between pre-leukeoùc and leukemic cells w ith 
their microerwironmcnt; and (iv) finally, it a ims to dcvclop therapics thal specifically targct 
markers and/or biological mechanisms involved in lcukemî.:i dcvclopmc:nt and resistançe 
(Figure 1). 

1l1e use of Afv[L mouse models couoborated that the genetic alterations of transcrip
tion factors are early events in leukenùa development and can interfere with essentiaJ 
cellular functions of wmatlc cells. As examples, o ncogenes such as MOZ-TlF2 [12), MLL
AF9 (13), MLL-ENL [H ] or PML-RAR [ 15,16) were shown to be able to induce AML de
velopment when introduced into comnûtted target cells. Precisely, the molecular and 
cellular characterization of the cell-of-or igin from the AML mouse models led to the recog· 
nition that U,= cells can self-renew and exhibit a self-renewal gene signature induœd by 
such oncogerùc transcription factors. For example, AMLJ-E:fO and MUrAF9 disrupt the 
normal hcmolopoietic funclions by inducing sclf-renewal activily of mycloid progenitors 
prior the proi,'Tession towards overt leukemia ll3, IOJ,JL121. b, the case of MLL-AF9, gene 
expression arrays have revealed that the oncogene t-an activate an HSC-llkt> program in 
committed granulocyte-macrophage progenitors [13,102). However, other oncogenes such 
os BCR-ABL11190 are unable to confcrsel!-rencwnl propcrtics to hematopoiclic progcnilor 
cells [11]. ln U,ese cases, theself-renewo l function must be conferred by the targeted cell or 
by addition,! genetic alteratio1,s. On lhe other band, the abrogation of transcrip tion factor 
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activity could also result in impaîred differentiation and lhe development of hema topoi
etic malignancies, such as myelodysplastic syndrome (lvUJS) and AML. For example, the 
Joss of function m utations of the Iwo important transcription factors RUNXl and CEBP« 
have be<.>n identi6ed in rare familial he-matopoletlc disorders i,wolving a predisposition 
to MDS and AML. Furthermore, m utine models with diminished expression o/ lœy tran
scription factors such as JunB, Catal ,,,d Gata2 have shown t() perturb HSC n,gulation 
and function, esrnblishil,g a pre-leukemk srntl!, pdmed to undergo subsequent MIL trans
formation 1103-105). These observations support the vlew that the Joss of function of key 
transcription factors can also lead to the emergence of an aberrant pre-leukemic stem œll 
population prior to clonai ITonsformalion. 

Leukemia Initiation 

Pre-neoplastlc tlssue 

OnCOQene-,nduced 
repr0gramm1ng 

(Flrst event) 

Leukemia progression 

> 

/ -Setl-renewlll? 

Maturecells 

• Cell-quie>œnœ? 
· Orull-resi•t•m:e 7 
- Llneage ldenlily? 

Leukemlc bla.sts 

Mature cells 

figure t. Mode! of leukenû, evolution. A first oncogenic event can either oonvert a nonnal HSC or reprogram a norma.l 
rommitted progtnitor into a sc.l(wn:ru..•wlng pre-LSC. Thus, pre-1.SCs a~ lite ficst celh. carrying the inltlaJ pre.leukcmîc k-sion 
but .i.re: stiU .tble Co dîfferentiate and give àse 10 m.&ture ..-e.Us. Next, foHowing secondat)• and cooperative events trJ.nSform 
pre,.LSCs into malîgnant leuk,..,-mic œlls lhat arc fi:Ubjcc~-d to clon,11 cvolution and sclecticin pnxes...otf!S.. 

Consîdering the importance of seJJ-renewaJ in leukemia initiation, an outstanding 
question remains how one oncogenk transcription factor can modify or reprogram stem œlJ
like properties in normal œUs and can lead to the emergence of a pre-neoplastic population 
(Figure 1 ). The occurrence of bîphenotypic leukcmias and the concept of lincage illfidcJity in 
acute Jeukemias have long been thoughl of as a degree of plnsticity in leukemic cells which 
either is conferred by the ceU-of-origin, such as a pluripotent stem/progertltor, or results 
from the oncogene subversion of the p rocess of lineage deterotlnation in a comrnitted 
progerùtor (106). This long-lasting idea revives the question of to what extent oncogenic 
transcription fnctors in acutc leukemias lead to Lhe reJctivatior1 of self-renewal genes with 
or without pluripotency. lt also asks t:o whot extent oncogcnic altcrntions that a ri.se in 
rommitted progerùtors lead to a whole or partial reprogramming of a normal cellular 
fate and open a new pathologie developmental prograrn. Moreover, the exploration 
of the ceU-of-origin in m;xed phenotype acute leukemia (MPAL) led to the idea that a 
founding alteration, rnlhcr thnn the se«>ndnry events, primes prc-lcukemic clones for 
lineage plastîcity [107]. 
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3.2. Pn:-Leukemic T/1y111ocyle Sdf-Re11e-,m/: Lesso11 Jrom bHLH Trn11scriplio11 Factors 
ln ALL, Ule demonstration u,at an oncogen ic tranS<:ription facior can reprogram a 

c-ommittcd progenilw into nn aben-an1 sdf-renewing pre-1..SC hns bœn made for the fitst 
time in thymocytcs. Sincc bone marrow-derived progenitors seule in the thymus and 
gradually lose stemness propertlc>s and acqulre T-cell characte ristics, normal thymocytes 
have a very lûnlted self-renewal capability [l 08]. lndeed, thymie output requiœs contù1-
uous seeding fron, HSCs-derived progenitors, and thymie progenitors progress into the 
thymus through scverol stages of diffc:rentialion {DNl-4, ISPS, DP) before giving rise to 
CDJ• o r CDS+ immunocompetent cells [109,llOJ. Therefore, the thymus represents a rele
vant cellular plnlfom1 to study oncogene-induced reprograrnrning. As assessed by serial 
transplantation of pre-leu.kemlc thymocytes, McCormack and coUeagues reported that the 
ovcrcxprcssion of the Lwo2 oncoge.ne în lhe thymus induœs the emergenc.:c of a population 
of pre-1.SCs [ 11 1]. Precisely, using Cd2-Lmo2 transgenlc m ouse mode! that recnpitulate 
the h uman T-ALL, the s tudy showed lhat enforced expression of Lmo2 con verts nonnal 
DN3 thymocytes into a self-renewing, pre-leukemic population b)' reprograrnming a stem 
ceU-like gene program. 

LMO proteins, members of the UM-domaiJ, only family, Jack the DNA-bindmg abWty 
nnd require a protein interaction w ith basic helix-loop-helix (bHLH) transcription factors 
such as SCL/TALl (SCL) or LYLl to forma multiprotein complex on DNA and activate 
the trru1S<:ription tha t controls HSPC functions [112]. Based on this molecular evidence, 
proteû,-protein interaction should occur betwcel\ bHLH ru,d LMOl /2 01tcoproteins to 
activatc the abcn-ant stem cell gcne prog ram in pre-1..SCs. lndœd, H oang and collcagues 
showed that the ectopie exprcssîon, the interaction und the collaboration of SCL and 
LMOl o ncoprote ins are critical to alter thymocyte differentiation [113) and to induœ a 
self-renewal molecular network for thE> emergence of pre-l..SCs in the O,ymus [I H ,115]. 
Therefore, the capacity of SCL-LMOl to reprogram DN3 lhymocytes i,ito sclf-rencwu,g 
pre•I..SCs mirrors in somc aspect the physiolog ical function of SCL, w hich controls the 
repopulation ability and U,e maintenance of HSPCs (116-118[. Furthennore, associated 
with LM01, L YL 1 ectopie expression nùnùcs ·the effect of SCL to activa te the self-renewnl 
function in pre-1..SCs [I H ), t'On-oboratlng their functional rèdundancy described in normal 
HSCs (119]. ln contrast, tlle Joss of function approaches showed that Lyll, but not Sel, 
is required for Lmo2-induced thymocyte self-renewal [120). This observation suggests 
that Lmo2 oncoprotein interacts preferentially with endogenous Ly11 thon with Sel for 
thymocyte reprogramming. According to the importance of Sel gene dosage in normal 
HSPCs [l 17, U8], the alternative explanation would be that the physiological levels of Sel in 
thymocytc progenitors are not sufficient for its efficient interaction with Lmo2 oncoprotein. 

Cell purification indicntes that only DN3 thymocytes in both Lmo2 or SCL-LM01 
mouse models are able to colonize the thymus of recipient mice in traru,-plantation as
snys [l l l , 11-l]. The intriguing questioii then is w hat predlsposes DN3 subsets to repro
gra,nm ing by thesc p rimary oncogcnes? The DN3 stage reprcsents a critical l'l.'Slriction 
poînl in the thymus when thymocytes are commîlted to the T·lint!ag,e and losc non•T po
tential under the influence of NOTCH and pre-TCR signaling pathways. Reprogramming 
self-renewal activity likely occurs just prior to p re-TO{ s ignaling since self-renewal can 
be induced in CdJcl- DN3a œlls (11-l]. 17, us, whilc pre-TCR sig11aling represcnts a 
mllaborating evcnt in T-ALL progression and transformation [121], it is dispensnble for the 
initial transition from DN3 thymocytes to pre-L.SCs. Therefore, NOTCH signaling, which 
is activated at lùghest levels in DN3 cells [122L represents a strong candidate to collabora te 
with Lmol or SCL-LMOI oncogenes in thymocyte reprogramming. NOTCH signaling is 
essentlal for T-cell comn,itment and spedficatlon [123) but ils role in stem cell self-renewal 
is controversial. lndeed, some studies indicate that NOTCH does not exert an essential 
function in adult HSCs Jl::!.t-1261, while others suggest that NOTCH activation enhances 
their selfarenewal capadty [127,128). The frequent occ-u.rrence of activating mutations of 
the NOTCHI gene in T-ALL patients [129) nnd in cno use models of the disease [110,130}, as 
well as the sensitivity o( both hurnan [52,56] and murinc lcukcn,ic blasts [ 131] to NOTCHl 
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inhibitors, strongly indicates that a gain of function of NOTCHl represents a critîcal step 
in œU transformation. Nonetheless, enforce<i expression of NOTCH signaling by itself 
does not convert thyrnocyte progenitoTS into pre-LSCs (111, IHJ, comfortîng the notion 
that NOTCHJ mutations observed in patients are collaborating and not h'litiating events 
in the leukemogenesls process. Howe,,cr, pre-LSC self-renewal induced by SCL-LM01 
collnborale$ with tlie physiological levels of the NOTCH-MYC signaling axis (114], which 
is provided by the ccllular interactions with thymie stroma! cells. Thus, in contras! to 
leul<emia propagatlng œlls which have acquired different sets of secondary mutations, 
pre-Lc;cs are believed to be genetlcally and phenotypically stable, are still capable of differ
entiating into mature and lunctionnl T-cells and remnin highly dcpendcnt on their thymie 
microenvironment (111,lH,121]. 

The major advantage of the transgenic models is to provide unrestricted and repro· 
ducible access to pre-LSCs that allow us to study and target thcir cellular and molecular 
mechanisms and particularly those involved in lherapy resistnnce. Reœnt works showcd 
that pre·LSCs nre resistant to chemothernpeutic agents becnuse of theîr distinctive s low· 
division raie 1132,1331. Jndee<i, it is wel I known that cell quiescence may be an important 
limitation for tfierapeutie effidét\ey, aS èxempllfled at tfieèllt\icàl levèl lt\ CML 113-1,135"1, 
Using doxycycline-indudble H2B-CFP'8 nùce, a gold standard in vivo model to study 
œll quiescence of normal HSCs (136,137], Curtis a.nd colleagues dernonstrated that self
renewal, drug resistance .md don;,J evolution are restricted to a rare and slow-cycling 
population of pre-LSCs in tl1e Lmo2-induced T-ALL mode! ( 1331. This wock not only defin.es 
for the first Ume the importance of the .:ell cyde restriction in pw-LSC actlvities, but also 
makes the H28-CFP system as a powerful in vivo tool to purify slow-cyclu,g pre-LSCs 
in o ther models and to dcvelop stra tegics targcting tJ1e quiescence and the resistancc of 
relapse-inducing clones. 

CoUectively, this set of publications provided new insights into the long-lasting ques
tions ccmccrning the ccll-of-origin of T-ALL and the molecular mechanisrns by which 
oncogenic transcription factors can reprogram the sclf-t'CJ1cwal property to thymocytes, 
thus est..1blishing a pre-Jeukemic state beforc ma1ignant transformation. These st-udies 
demonstrate that the mrun effectof the transcription foctorSCL, associated with Ils partner 
LMOl/2, is to induce DN3 thymocyte self-renewal. While tliymocyte reprogramrning 
induced by other T-ALL transcription factors such as TLXl, TLX3 or HOXA remains unex
plored, cmerging studies indicate lhat chromosorn.iJ renrrangements generating NUP98 
fusion proteins can induce thymocyte self-renewal prîor the DN3 stage (138,1391. These 
observations suggest that only particula, œlls possess the necessary molecular background 
to allow for oncogene reprogranuning, and conversely, only some oncogenes, in the rîght 
ceUular context, can induœ stem cell-üke propertles. Despite this, the question of whether 
a primary oncogcnc in ALL induœs sufficicnt molecular and functional plasticity to cause 
lineage subversion remains poorly explore<!. lnœrestingly, SCL and LM02 belong to the 
6ve transcription factors that convert adult fibroblasts to multipotent hematopoietic pro
genitors (1401, ,uggesting their critical functions in cellular and molecular reprogramrning 
of commillcd cclls. Using the gcneration of targcted mousc linescondilionally expressing 
lJno2, two rcccnt studics dc.monstrale that Lmo2 act~ as.., s1,ît•1111d .. run" oncogcnc in T·ALL 
developmenl 1141,142]. Precisely, while pre-LSC self-renewal activity requîred continuous 
Lmo2 expression, ove.et leukemia frequenUy evolves in a Lmo2·independent man.ner ( l-1.2(. 
This observalion strongly suggcsts thal oncogenic evolution ,-.ccurring in fully transformed 
blasts ovcrcomes the requircment of t:hc inilinting cvenL rn additîon, 13-œll•rcstricled 
expression of lmo2 reprograms committed 13-cells into malignant T-ALL 1141 ], demon
strating the proof of concept that a primary oncogene can induœ suffident reprogramn'ling 
to switch from a 8-cèll fale to a T-cell neoplastic process. The c~U-of-orlgin and the role 
of tlle primary oncogene E.TV6-RUNX1 in llneage orgru,ization have also been addressed 
recently (143]. Using a lineage-specific oncogenic activation apprœch, Vicente-Duenas 
and coUeagues demonstrated U,at ETV6-RUNX1 can give rise to both B-All and T-ALL 
and that lèukemia transformation is dependent from the nature of the acquired secondary 
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mutations [143]. Although ETV6-RUNX1 is always associated with B-ALL in hum.ms, this 
strategy predicts that pre-leukemic clones exhibit a T-ceU potential. Together, these fmdings 
have important impUcations to develop largeted ci,erapies of pre-LSCs. 

3.3. Cel/ Ref)rogrn111111i11g by PA XS M11/a11ts: fo 8.0,lls or Nol lo 8°C.lls? 
Adult B-cell development is initiated in the BM by the entry of hematopojetic pro

genitors into the B-ceU Uneage transcription program and the concomitant sequential 
rearrangements of the immunoglobuli,n genes through V(D)J recombination, leading to 
the generation of immune-rompetent plasma cells. lk:ell development can be dissected 
into pre-pro-B, pro-B, pre-B, immature B and mature-B ceU populations corresponding 
to dlfferent stages of differentiation ll 4A J. 8-lineage oommitment is characterlzed by the 
rearrangement of the immunoglobulin heavy-chain (lgH) locus that occu.rs dutlng cile 
diffe.renliat!on of pre-pro-B cells to pro-!B cells. Productive VwDwlH fèC(>lllbinntion leads 
to U,e expression of lhe lgµ prolcin as port of the pl't.~B cell l\.'Ceplor (pre-BCR), which 
promotes the transition from the pro-8, to the pre-B cell stnge [1 ~5]. 11,en, sucœssful im
munoglobuUn Ughl-chain (lgL) gene reacrangemenl in pre-B ceUs resuHs in cile emergence 
of immah.ue lgM' B ceUs Urnt emigrale from the BM lo periphcral lymphofd organs [1 ~ô). 
B-cell lincage is gcncralcd from HSCs by a complcx and tightly rcgulated differcntiation 
processes. Among them, tl1e PAX5 gene encodes the crucial transcription fuctor PAX5, 
which has been described as the guardian of B-ceU identily JH7,H8J. lndeed, while tlle 
dcvelopmenlal progression from early 6 progerùtors to plasma œlls is regulated by several 
extraccllulnr signais and lTanscription factors [H9), PAX:, is çonsidercd as a mastcr pie<:e 
to control tl,e irreversible commitrnent of lymphoid progenitors to the B-œll lineage by 
activating the transcription of B-cell-sp ecific programs and by suppressing allemative 
lineagechoiœs l147,150,151J. The initial work demon.strated that B-ceU differentiation is 
completely blocked at cile transition between pœ-pro-B and pro-B stage,; in PmrS-1- mlœ, 
reveaUng the critic.11 role of Pax.5 in the B-œll comn\itment [I ,2). Tuen, functional experl
mcnts, induding transplantation assays, rcvcaled lhnl Pnxs-t- 8,-cclls had thcability to 
home in on the BM, where they exlùbïted aberrant engraftrnent activity Jl 53J. ln addi
tion, uncommitted Pn,,s-1 B-cells are able to clifferentiate lnlo several hematopoietic œU 
l)'J"lS, eitl\er in vitro in the presence of appropria te cytokines or in vivo after transplanta
tion [1.J.7, 1,~ 15:i). Pinally, Pax5 inactivalion in mature B-cclls !ends lo lhc downregulntion 
of lkell-specific genes and the reactivatlon of lineage-inappropriate genes [156-158]. This 
process allowed for thcir conversion in to functional T cells exhibiting lgH and lgL gene 
rearrangements by dedifforer1tiation back 1·0 early uncomntitted progenitors [159], lnter
cstingly, the loss of linenge idcntity by the elimination of PaxS in mature 8,-cclls is also 
associated with an increased risk of lymphoma development [159]. T<1gether, these find ings 
highllghl füe critical role of Pax5 in B-lineage commjtrnent and in mruntaining the lk:eU 
identity. Given the importance of nonnal Pax5 in the B-cell development and the degrc>e 
of plasticity of committed 8-œlls, the question of whether and to what extent genetic 
alterations involving PAXS could reprogram B-œll progenitors and pertu,b U1eir identity 
and function remain lobe fully explored. 

PAX5 is a well-known haploinsufficient tumor suppres.sor gene in human B-ALL. 
Jndeed, heteroz.ygous deletions of PAXS are found in about one-third of patients Jl~l62). 
These allerations, wltich are considered as seconda,y events in B-ALL development, result 
in lhe reduction of PAXS expression or impairment of DNA-binding activity and/ or 
tmnscriptional nctivity of PAXS. Howevc,, Pax5 helcrozygous mice exhibil nom1al 13-œll 
development and is not sufficlent to induce leukemia in tl, e absence of other oncogenic 
lesions [163]. The tumor suppressor role of Pax5 has been revealed in these miœ using 
d,emical-induced mutagenesis npproaches [lfHJ. ln addition, lhe PaxS tumor-suppressor 
aclivity lias becn dcmonstrated tlirough the modulation of otlier crilicnl transcription 
fuclors, s uch as Ebfl [165,166], lk7.fl [167] a nd Stal5 [168J. Since genetic lesions of PAX5, 
EBF1 and IKZFJ are com.monly found in human B-A LL, it suggests that the dosage of 
these three genes is critical to prevenl the d.isease J169,170J. lnterestingly, combined 
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heterozygous deletion of P,u5 and Ebfi partially b locks the differentiation of pro-8 cells 
and increases their lineage plasticity before the leukenûa onset (11>5,166,171]. lndee<I, 
Pn.r5•1- Ebj1•1- pro-8 cells downregu.lated critical genes for the pres.,rvation and the 
s tability of the 8-ceU Jdentity, rev;>aling their response to NOTCH signaling and their 
T-œll potential in vitro and in vivo. Although the authors did not det«t any sign of 
dcdifferentiation intoclassical hernatopoietic progcnitors, they demonstratcd in this study 
that simultaneous reduction of PaxS and Ebfl indure, at the m<>lecular and functional levels 
a process of Uneage conversion in pre-leukenûc pro-8 œlls [171]. lnterestingl),n>Olecular 
reprogramnûng has bccn also observed in '/1--:.jl (172] deficie,u mouse models before the 
leukemia onset. Thus, thcse studies rein force the notion that reprogramming, a partial Joss 
of EJ...cell identity and leukemia înitintion are crîtirnl mechanisms involved in pre-leukemic 
œlls prior to malignant transformation.. lnterestingly, reœnt works from Sanchez-Garcia 
and colleagues demonstrated that leukemia in itiation and progression can be triggered 
upon natural infection cxposure (173,174] or by altering the g ut m icrobiome [175] in Pnx5 
heterozygous mice as well os in the Sca1-ETV6-RUNX1 model. lndee<I, Ule production of 
inflammatory cyto kines triggered by infection can promote leukenûa growth in Paxs<l
mlœ [1761. Thesë slùdles strortgly suppôrt the epidemlôloglèàl evidence sUggésting that 
patterns of infection and inflammatlon alter birth have a causal role in triggedng the 
acqu.lsition of full colllplement mutations in pre-neoplastic œUs to transform them into 
mallgnant leukemia [99). lndee<I, emerging evidence demonstrates that a major driver 
for tl1e conversion from a pre-leukemîc clone to fully transformed B·ALL is the exposure 
to immune stressors, which cummtly :reprt>Sent a major therapeutic opporturùty in the 
field ( J 77]. 

PAX5 is atso rearronged in 2.6% of pediatric 8-ALL cases, bcing fuscd 1() a w·idc 
divers.ity of fusion partners învolving other transcription foctorssuch as ETV6 and FOXPt, 
chromatin regulators such as NCoRl and BRDI, a protein kinase sud, as JAK2 and an 
estrogen-n?lated reœptor such as ESRRB (160, 171\-1~1]. Ail PAX5 fusion proteins conserve 
the N-tcnninal DNA-binding pairecl domain of PAX5 Md Jack the C-tcrminal domain, 
induding the transactivalîon domaîn [ 160,180]. Chromosomal tr;:mslocations involving 
PAX5 have been associated with a blockage of B-œll differentiation, the first reported and 
frequent example being PAX5-ETV6, "•hich fuses the PAXS paired domain to almost füe 
entire ETV6 transcription factor (1821, Ln contrast to PAX5 deletions, PAXS translocations 
act as primary oncogenîc eve.nls, altering normal B-œll de,1e lopment in the early s teps of 
the disease. Therefore, PAXS fusion pro teins represent strong candidates to reprogram stem 
cell features ù1 fxell progenitors. However, studying their role in leukenûa development 
is highly llmited by the lack of animal models. Exhaustively, transge,ûc mice expressing 
PAX5-ETV6 and PAXS-FOXPl fusion proteins from the Pnx5 locus have been generated . 
While they failed to induce B-ALL on their own, both fusion protcins b locked the 8-œll 
development al the pro-B/ pre-B œU transition l l 831, Recentl)\ our group developed a new 
gènetically engineered mouse mode! C>f 6-ALL induced by PAX5-ELN [18-11, a fusion protein 
previously identlfied in patients [179]. Driven by the lgH locus, PAXS-ELN efficiently 
induced the B-ALL in miœ associated with the acquisition of secondary mutatio11s in 
genes involvcd in Ule JAK/STAT and RAS/ MA PK pathways, which ar,, recurrently found 
in JJ..ALL patients 11 62] and in other o ncogene-induced 8-ALL models s uch as ETV6· 
RUNXJ 11851 and TCF3-PBX1 1186) transgenic mke. Thus, Ulese transgenic miœaccurately 
reproduœ the key features of leukcmia development and provide a valuable in vivo mode! 
mimid<ing Ule multistcp process of human B-ALL lmportantly, the leukcmia devclopmenl 
is preceded by three months of a pre-leu kemic phase whîch is also associated with -a pnrtîal 
blockade of dillerentiation a t the transition of pro·B/ pre·B stages. llms, our in vivo mode! 
opens the way for deciphering the b iological mechanisms by which a PAX5 fusion protein 
reprograms normal 8-cell progenitors, perturbs 8-cell identlty and Jeads to the emergence 
of pre-LSCs. ln addition, it should help us t·o explore the molecular and the functional 
crosstalk behveen pre-1..SCs and their BM ruches. 
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Point m utations of PAX5 are fou.nd in about 7% of both adult and childhood B
ALL f 161,162}. Somalie mutations of PAX5 are a hnllmark of 8-ALL 1161,162} and inherited 
PAX5 mutations have also been reported [187,188[. ln contras! to PAXS translocations that 
lead to the Joss of t:rans-actlvating/inhl.bitory domains and conserves the integrity of the 
DNA-binding domain, PAXS point mutations are p redicted to result in lost or altered DNA
bind ing or transcriptional regulntory funclions flh2,JR9]. The somalie mutation PSOR of 
PAX5 (PAX5-P80R) was recu.rrently idmtified wlthin the exon 3 enooding the paired DNA
binding domain and rep,esents the mosl frequent PAXS point mutation [161,162]. Recently, 
it has bt.>en shown that the PAX5-P80R mutation induœs a un.ique transcriplional p rogr:un 
in patien ts, defining an independcnt 8-ALL subtypc and supporling Lhc notion that PAX5-
PBOR is an initiating lesion in füe process of leukemogenesis [1 q()..J93J. However, füe 
q uestion of w helher PAX5 mutations and PAXS fusion proteins exlùbit different molecular 
mechanisms in driving 8-ALL remains unanswer."<I. 17ierefore, comparing the effect of 
PAX5 fusion pmtcins and PAX5 m utations on B-ccll reprogram ing and 8-cell idcntity 
should bring nove! insigh t on the general biological mechanisms required for normal and 
patl,ological B-ceJI development. 

4. Mutine Models as Tools to Explo re the Multlstep Process of ALL 

As documented in the previous sections, murine mOl.iels represent valuable tools 
to explore o ncogene-induœd reprogramming U..at occurs in the early step of leukemia 
development. Furlhermore, lheir use has greatly contrlbuted to understanding the natural 
history of the humnn d iscnse from the pre-leukcmic state to the following fully transformcd 
stages. Here, we revÎe\\1 i.md update the mou.se models that have been deve.loped for mim· 
icking füe multistep process of leukemia development bolh in T-ALL and 8-ALL. Thus, we 
su.mmorlze the mouse strains füat have been used to study füe impact of the inappropriate 
expression of an oncogentc transcription factor on pre-leukemic T- or B-œU Uneages, and 
to identify thelr associated collaborative evei,ts driving maUgnant transformation (Table 1 ). 
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Table 1. T-A I I and 6-Al l mou.;c modds c>.plonng thr b1olog1c.1I mcchilm.-.ms bv wh1ch an oncogmic tran.,;crlplion foctoT pcrturb,; normal ht'matopcnchc dcvclopmrnt dunng the 
pre-leukemic phase and le.1ds to m.ilignant transfom\iltion. 

Transgene Addilional Modifications 

l'-ALL mouse modeb 

Pre--Leukemk State/ 
Reprogramming 

Oise.tse Evolution/ 
Coll.a.b. Events 

Rd. 

-------------------------------------------------------------b H LH tr.u~ptmn foct<>r.. ,md 
partnèn, 

Sd 
(pS1l, CJ2 or Scal promotcr..) 

Sd (l,à pmmotcr) 

lmo2 (l<.l- prnm<ltcr) 

Sd-l.mo2 (l,ck pmmotcr..) 

Lmo:?. 
(OU promoter) 

Lmo2 
(Tet tif} system) 

Lmo2 
(Cn·-.driving l<osalb promoter) 

Set\/- or Lyl 1-/-

llht!X.1 - or Ki1WvJ \\\ 

0nm2\'Z.\S(.. 

lllB-CFP 
{Tèl•OJ\ !>)"!>Lem) 

H2B-CFP Cdkn 1.1- 1 

Pt?rturb T-<CU diffcrrnh.i~ion 

P~rturb Î-<"Ctl d1ffcn.-nh.lllon 

Pc:mnb T~ll d1fformhilhon 

E\p.ilhion of D~3/ DN-I popul,1tions 

Pre-h:uJ..dll.ic DN3 th} mOL"} te ~l-l'l!ncw.11 
(pre-LSG) 

ETP-ALL-like molc:1..-ular sîgrwture 

Lyl 1, but n<>t Sel, reqwnxi for p~-L.SC !>elf-rcnc\, .1J 

Hhe:i.. regulates Kit to promote radJoresist,mce.md 
pre-LSC sell-renewaJ 

Rest ore cycling and SUI'\ ival oï pre-LSCs 

ldenù.6c.1t:ion al cheme>-resistant and œU 
C} c1 .... rcstrktt'I.I prc-L.SCi. 

Ul!,!> of ill.ymmc:trit: ccll division .1J\d cdl cvde 
re;,tncbon 

Lmo2 expression reqwred for pre-L.SC. self-renewal 

Lmo2 reprograms committi.'d B-œlb mto 
malign.mt ·t-ALL 

No lcukemiJ 

T-ALL (low pcnclranœ) 

T-AI L (low pmctr.il"IC'C) 

T-ALL (-3 monU\s) 
Nolf hl mut.ilions 

T-Al l (-10 month.-,) 
!'iOlCHJ .md D11m2 mut.ilions 

L} 11 ~ n.--qu1n!d for T-ALL Jcvdopmènl 

l lhex and Kit are not required for T·ALL 
development 

Acœler.it.e T-ALL progtes.!,iOO 

Cdl q ·de re.tnction 6 critJcal for don.al 
e,olutlon 

Reduce T-ALL progression 

Lmo2-indepcndc-nl T-ALL den•lopment (-12 
months) 

/J..fl delt>tiO!l!-

1 mo2= '"hit-.,nd-n,m" onço,;mc m T-Al l. 

IJïJl-1961 

f lJl,l!'ï- 1991 

1 li 1,ll3,2i__~) 

11201 

[21H ] 

r:·1« 1 

11, 1 

!IL) 

1141 ) 
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Tr.msgene Addition.il Modific.1tion" 

Tilble 1. Co11t. 

Pre-Leukern.ic 51,tle/ 
Rcprogramming 

lmp.1m,-d T-ccll d1ffcrt"nh.1hon 
Prt--lt'Ukcm1c DN'\a thymoçytc c;çlf-rrnl"\, al 

(pw-l.SCc;) 
Ach\'at10n of a <;tcm ccll gt'n<' c;j~n.1turc 

Prc--L<;Cc; lc,w pmhfcratmn rate .:ind 
SC.L·LMOI chemosensiti\'il) 

(pS,I 111,d Lck promoters, ~b\'t'ly) Cnh.inœ pre-L5C sell-renewJI 

LYLI-L\'101 
(Ld, promoters) 

Fu.-.mn protctn., 

\Jl.!~>8-HOXDJ J 
( Vm, promoter) 

B-All rno~ modd!> 

Pax5 t.l0!,.1i;c 

P.ix5 I 

P,v,5M 
(Cn--medi.1ti.'CI deletion) 

NŒCH I 
(Lck promoter} 

Cd3c ' and l\O l CH l 
üi3( 

Lyn-/-

fapand the pool of ptt'· l.SC to DNl-1 and 1SP8 
popul..11ions 

Pre-TCR d ,.,~-no;.ible for P"''-1.SC -;clf-n:ncw.:il 

Pre--lC"Uk<"m1c DN'\ th}1TIOC}1<' wlf-n:m.•wJI 

Prc-lcukcm1c om thymocyk •,èlf•n."'llewal 
(pn.--1 sc .. i 

Own·i..pl\...,.,lf>Tl of HOXA clu<,trr gcnc.., 

Lylt n-qu11'\·d for pre-LSC sclf-n.-ncw;,J 

Block.lde a l prl."-pro-B sbge {B220·C.UJ9'"Kil ·) 
Self-renew.il .1ct1, Jt\', multtlmc.ige pot'-"1li.ll 

Line.ige plasâcity and dedillerentiation of mJture 
8-œlb 

Com ersion of B<elb mlo BCR-rearr.mged 
funcUonal l,"ells 

Di.se.ise Evolution/ 
Collab. Events 

T-ALI (-4 month-.) 
NOTCH7 mut.1hon., 

Acœler.ite T-ALL progression (-J mo11th) 

PR--. TCR n-qu1rcd for T-AI I dc..-dopmcnl 

1''0 

MDS/ AML (mostly)/T-All (-15",.) 

T-Al.l . ( 100'~,) 

No Lt.'llkemi.l 

B-«ll lymrhQmi1 

l5ol ~ 

Ref. 

1113,111, 1~1.1~1 

(114. l'.!l l 

111.;1 

1138,2011 

[l4ï, t5JI 

p:.t1J 
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Tilble 1. Co11t. 

Tr.m.sgene Addition.il Modific.1tion" 
Pre-Leukemic 51,tle/ Di.se.ise Evolution/ Ref. 

Rcprogramming Collab. Events 

No d1ffcrcntinhon block.lde No lcul-A,,m1.i l lt\_l,ZIJ3) 

Chemic.11 (ENU) or retro, ir.-il 
B-ALL (-6 t\') R mç,ntho;) 

{M\ n.V) mut..i~en~b 
PaxS .-ind /1.-;fl dclchon'-, /al..1 .md J.1k3 l lr ) 

mut.ilions 

Infection e:i..posure or . 8-ALL (-Il to 1(, months) 
11~1751 

microbion'li.' dh.twt>ance JAKJ, Slùl5b and Pa:t5 mutatioru. 
p.n5•/-

PolrtL:IJ blod . .igi: JI pro-B sl.igi: 

El>rl' / - Rê\-eal oncogc.•n.k polt,J'lli.il of 07-Myt'. .1xb B-ALL (-7 moitlhs) 
l165,lt''6,lïl1 

1..Jne.lgé pl..t~llcit) of pro-B œlls (T-lineage /ù.k1. StaJSb, Cblb .lnd i\ly!, mutations 
con, 1:rs1D11) 

Ebfl · Jk.zfl· I • B-ALL (40'' .. ) [::1111 
1-ALL {l5'\,) 

CA-St.11Sb B·ALL (-2 months) 11681 

Pax.5 muwtions 

- Pilx'5Pl10R/ • 8-AU (-5 monlh<i) 

P.1x5 P80R pax51':'iORI NlR 6-ALL (-3 months) r 1901 
Jrdil ru,d /aH mutabons 

-PJx5't1S1•/, B·ALL (-25 months) 

PAX5Y351• 
-PaxS'''"l'/Y.'51" B-Al.1 (-8 monlh'i) 1::11~1 

/ak.3 ilnd Ptp1111 mut.'lhons 

P.i,x5 rearr.mgements 

PAX5-ETV6 BlocLldebeh, c.'efl pro-B/ pre-Bcells 8-ALL (<tO':. J 
1un1 

{P11.~s promoter) Cdkn2ab .. B-ALL (-<, monlhs) 

PAX5-EL\l 
Parll.:11 block.,ge .il pro-B st.-ige 

B-ALL (-b monlhs) 
(f gH t:n~"<r) 

Aberrru,t e,pans,on potential of pre-leukemic 
Pipit 11, Kr<b, /ak.J ;inJ P.u.5 mutationi. 

p, •1 
pro-B 
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Tr.m.sgene 

Othrr n:ammgçmcnts 

FlVh-RUNXl 
(fwo promC1tcr) 

Addition.il Modific.1tion" 

!>lœpmg be., uty (!:18) 
tr.in..,po50n syst('m ------

EIVh-RuNXI 
(S.:111 promoter) 

ElV6-RUNXl 
(Cn·-drMng ttr-6 promoler) 

lC..FJ.PBXI 
(TCI< V'3 .ind Lck promolers 

I lg11 rnhanœr) 

TCFJ-PBXI 
(Cre-dnYing ·1 Cl-3 promoter) 

BCR-ABI 1 
(SœJ promoler) 

l nfcxtion c'\pô!,Ul'I.' l>r 
llllcrubiome tfü,tu:rb.lncc 

CD3t /-

f>ilx5~ / • 

PaxS-1-

Tilble 1. Co11t. 

Pre-Leukern.ic 51,tle/ 
Rcprogramming 

Perturb IX'('ll dc-vdopmml 

Pn.'-lcul..crnk m '6-RUNX I H.C.PC 
(SOI /-Cr\.'/ lnfochou .. <,bmuh) 

Pmpc.·rNI\ lu lnAAcr T and 8 nuhgnancsL-.. 

P,1rti.1I block._1J;e .1t pro-8/ pre·B «t.1.ge 

Pre-lcukcmic BCR-ABl 1 HSPC-. 

Pro-B/ pl\.,..B cells permissi\e for B-ALL 
de,·elopmenl 

Di.se.ise Evolution/ 
Collab. Events 

Nolc-ukcm1a 

B-ALL (-ti months) 
J.ikl .:ind J.:ik3 mutations 

No leukemi;i 

8-ALL (-1 l";.) 

8-ALL (Pnt5 mul.ltions) 
T-ALL (NOTCJ/1 .md Lkl11t• mut.:itioru,) 

8-Al 1 (13",,) and T-AU (33'):,) 

8-ALL (,tt)"'.,) 

6-ALL (C..'dJQ-Crc, ~ .. ) 
6-ALL (MbH.rc, 53" .. ) 
8-ALL (M>.1-Cre, 59'\,) 

Pt11111J, /vil',, Nrn,, )akl, Jakhnd 117r mutatmn,; 
Cdlm2a delction.., 

B-ALL (incre.ised penetr.:inœ) 

B-AU (low pcnctT;1ncc) 

8-ALL (h1ih p.:n<!tr.inœ. ~ 10 month!.} 

17ol~ 

Ref. 

l 1651 

l 17.5,2061 

l 143 I 

12071 

Il"' 1 

[208] 
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S. Targeting Cell• and Non-Cell-Auton omous Properties of (Pre-)LSCs 

The search for more torgetcd thernpics remains an important challenge bas«t on an 
understanding of bolh ceJl .. nutonomous :1nd non--œ.11-.lutonqmous mechani$ms involved 
in leukemia initiation and propagation. Targeting genes encodîng for key players in con
trolling proliferation and differentiation in leukemia œmains a dream and, wûortunately, 
represents very few ex.amples of sucœss in the clinic so far. ln addition, most trans(rip tion 
factors, which exerl inlTinsic fonctions on cancer œlls,. are cons idcred "undruggable" by 
small molecules or blocking antibodies due lo their structural configurations, their proteù1-
protein or protein-DNA interactions and their cellular localizations [20'/,210). Despite this, 
the treatment of acute promyelocytk !eukenùa (APL) represents a pàme example of a 
drug combination t:Mt torgets both diffe"">ntiation blockade and the self-nmewal activity of 
lSCs through the proteasome-dependent degradntion of the PML-RARa fusion protein, 
as describcd in the pioncer work froin de l11e and colleagues [211,212). l11is strntcgy 
underscores the importanœ of targeting the oncoprotein functlons as lhis allowed for a 
more than 90% cure rate and very rare relapses, representing a major success in the field of 
hematologic mallgnwcies [213J. fn add ition, this demonstrates the proof of concept that 
tnrgcted dcgrndation of a driver oncogenic transcription foctor, along with its nssociatcd 
seJf .. renewaJ and stem œlJ .. Jîkc functions, i.e; the strategy of choîce for the long~term cu re 
of leukemia. ln ALL, while deciphering the diversity of the different oncogenic subtypes 
nssociated with their oltered signaling pathways led to the discovery of new thernpeutic 
opportunilies [18, 19J, n significant proportion of patients still hnvc unsatisfactory outcomes. 
Thus, the importance of challenging the,apeutic approaches and of findjng new druggnble 
targets that enhance anti-leukemic eff:iciency remains a topical issue. ln that purpose 
and as a representative example of tar.geted tl1erapy, il has been demonstrated that the 
de_methylase activity ofUTX 1s essential for the maintenance ofSCL/TALl-posltive T-ALL 
and not for other oncogenic subtypes [2HJ. Conslstently, pharmacological inhibition of 
UTX with the H3K27 demethylase inhibitor GSK-]4 selectively targets SC:L/TALl-positive 
leukemic cells. Based on this targeted epigenetic vulnerability, the authors propos«t for 
the 6rst time a subtype-spedfic therapy in T-A LL [2141, 

The current· cai,œr therapies tari,,>et prolifurating and metaboLic-ally active cancer cells 
and efficicnli)' reducc the t·umor load. Howeve.r, fr>'qucnt relapses indicate the persistencc 
of residua..1 rcsistnnt cells lhat escape tre.:itnlent likely duc to a protectivc m icroenviron
ment that blunt thelr chemosensitivlty [2l :>-219]. lndeed, specific locations within the 
niche may modify the chemosensitivity of primary leukemic blasts [';8,220J. ln addition, 
growing evidcnœ supports the notion that lcukemiccclls can remodel lheir niche into an 
abnormal environmenl thal contributes to neoplastic progression at the expcnse of normal 
hematopoiesis (221 J. Thus, the internctions between leukemk cells ·wilh the molecular rues 
provided by their nùcroenvironment are critical to promote leukemia progression and to 
design new targeted therapies, as is well documented elsewhere both in T-ALL [222,223[ 
and in B-ALL f??,.ij. lnterestingly,. non-c.:eH-o:mtonomous mcchanisms can contrai the vu] .. 
nerability of leukemic cells upon treatment, as exempLified by mitochondria transfer from 
activated stroma! cells to rescue ALL œlls from drug-induced oxidative stress [225[. Non
œ U-autonomous pathways cru, also be exploited to develop therapeutic opportunities, as 
reœi,tly documented by Van Vlierberghe and colleagues showing lhat endogenous IL7, a 
cytokine abundantly secretoo by the microenvi,·onment, collaborntes with glucocorticoids 
to reveal t.hc scns it-i\dty of residual leukemic cells upon the PtM inhibitor [226,227]. To
gether, the ùnpact of extrfnsic signais m leukenùc œlls, espedaUy the molecular crosstalk 
between (pre-)LSCs and thcir microonvironment should be considered to develop new 
therapeutic approaches. Modifying the BM niche represents an innov,llive therapeutic ap
proach to prevcnt lcukcmia re-iniliation from rcsidual (prc-)LSCs aflcr completc remission, 
Thus~ there is a need to cha..racterize füe adhesion .molecules and soluble factors involved 
in the crosstalk between (pre-)LSCs and BM s troma! œlls. While the in vivo method stays 
the gold standard approach to study the molecular interactions betwe..>n (pre-)LSCs and 
the BM microenvironmcnl, a 30 organotypic "leuke.mia on-a-chip" microphysiological 
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system has been recently developed. This ex vivo bioengineered strategy recapitulates 
the heterogeneity of the leukenùc BM nùcroenvironment and opens the opporturùty to 
perform a niche-based drug scrèèning a.ssay (228 (. 

As described prevlously using trnnsgenlc T-ALL models, a pdmary oncogene can 
introduœ ccll quiescence, drug resista,iœ and self-renewal to pre-LSCs [132,133], thn.>e 
critical propertics that can be controlled by thcir niches. Thus, the dcvclopment of new 
drugs targeting specific non-cell-nutonomous mecharùsms in (pre-)LSCs could open new 
therapeutic opporturùties for more selective treatments. Tiùs notion has recently been 
exploited through the demonstration that a potent inlùbitor of dynamin CTPase actlvity 
overcome the chcmoresistnnœ of pl'L~LSCs by inhibiting the transduction oî kcy signaling 
pathwoys provided by the microenvironment ["9]. Therefore, the relianœ of leukemic 
cells on U1eir niches and on non-cell--autonomous pathways together with the faUure of 
chemothcrapy in a significant proportion of patients point to the nccd for novel drug SCl'l..>en
ing strntcgies incorporating elements of the microenvironmcnt. 1l1is has been challengcd 
by the design of the niche-based screening in multiple myelomo (MM) to identify Food 
ond Drug Administration (FDA)-approved compounds tha t overcoa,e stroma-induced 
dîug resistariœ 12301, Prèclsely, thls srrâtegy led lô the dlsëoVery of â cl\en\kal lrihibitoi 
spectfically targeting rrùcrotubule-bound kinesin-5 in MM cells and aUowing a greater se
lectivity over normal hematopoietic cells [230). Obviously, the major Limit 1s to target these 
(pre-)L..SCs in primary patient samp les, whid1 are noteasily amenable to lùgh-throughput 
screerùng (HîS) for drug discovery due to ù1eic extreme rarity. Oespite this, the critic.1J 
dep,,ndency of primary (pre-)L..SCs for their microenvironment has been challtmged by the 
design of nùniaturized, rùche-based assays for chemical screerùng strategies using both 
MLL-AF9-induccd Atv!l [2.11 J and SCL-.1.MOl-induced T-ALL [n2] modcls. TI>e latter led 
to the identification of the 2-methoxyestradiol, an FDA-approved drug inhibiting boU1 the 
ceU-intrinsic SCL oncoprotein and the stroma-dependent NOTCHJ -Myc pathway, together 
with an abs,mce of toxic:ity towards nonnal HSC functions. As previously reported, MYC 
is i11dced cssential for NOTCHl aclMty in T-ALL [2.12,211), and inhibiting Mye expression 
via a BRD4 inhibitor effectively killed leukemia-initiating cells [234,235). 

Collectively, recapitulating tissue-l ike properties of primary (pre-)LSCs represents a 
promising avenue for developing new cancer therapies. rn addition, drug repositioning 
seems to be a powerful alternative strategy to discover novel biologlcal appLications of 
existing drugs that have a well-established dose regimen with favorable phannacokînetics 
ond pharmacodynamies properties as well as tolerable side effects [2361. ln addition, 
drug repositioning should slgrùficontly reduce the time and the cost of the pre-clinical 
trial Therefore, the chenùcal SCJ'l'(>n of FDA-approved compounds representsan attractive 
approad, to the dlscovery of novel biological applications of a known drug and ils rapid 
transfolion to the d in ic. 

6. Conclus ions 
The leukemic stem ceU concept has important clinical implications and is already a p

p lied for patient strotification and for the development of more effective therapies against 
hematopoietic malignancies. ln this revi-ew, we presented multiple lines of evidence for the 
complexity of leukemic œ Us from ALL patients that indude cellular, molecular, genetic ond 
functional heterogeneity. Vie deseribed the ctifferent technological appro.~ches that led to 
the l'l..>cognition that leukemic œ lls evolve townrds a nonlinear evolution process du ring the 
progression o f the discasc. Thcn, wc focused on the dcvclo_pnicnt of improved methods, 
partkularly the use of transgeiùc miœ, to detect, purify and ch.aracterlze pre-malignnnt 
stem cells before they have acquired additional genetic alterations and propogating prop
erties. Wc described how a primary oncogenic transcription factor can reprogram stem 
ccll-like functions to normal progcnitors, sud1 os self-rencwal and coll dormancy, and U,at 
led to the emergence of pre-LSCs. Finally, we djscussed the biological as well as the clinkal 
importance of studying and targeting the intrinsic and extrinsic properties of pre-LSCs. 
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Over the last decade, genome-wide studfos greatly improved the classification of ALL 
patients, enabling the iden tification of diverse nnd heterogeneous oncogenîc subtypes that 
led to a better patient stratification, clin îcal prognosis and treatment orientation. Oespite 
ronsiderable ùnprovements in overall survival, a s lgl\ificant proportion o f ALL patients 
still have u n.satisfactory outcomes. Moreover, the finding of therapeutic strategies ta~!lng 
both the self-renewal and differenliation. b lockadc o f leukemic cclls in ALL has nol yct becn 
achieved. BaSèd o n a better understanding of the intrntumoral heterogeneity and o n the 
deciphering of both the cell-autonomous and non-<eU-autonomous mechanisms driving the 
emcrgence of leukemia-initiati11g ceUs, we exp<.>ct in the near fu ture the identification of new 
druggable targct:s and Lherapeutic opportunitics lhat might render ALL a curable d isease. 
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