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INTRODUCTION



Chapitre 1

L'hématopoiese

Le systétme hématopoiétique se compose de populations cellulaires spécialisées, dotées de
fonctions uniques comme le transport de l'oxygéne ou les défenses immunitaires.
Quotidiennement, environ 350 milliards de cellules sanguines spécialisées sont renouvelées
chez 'adulte a partir des cellules souches hématopoiétiques (CSH) qui logent dans la moelle
osseuse. L’hématopoiése est un processus physiologique complexe permettant le
renouvellement des cellules du sang, pourvues d’une courte durée de vie pour la plupart. Ce
remplacement continu et régulé s'effectue sous Ilimpulsion d'un systtme complexe
d'interactions avec les différents éléments du microenvironnement. Je ferai le point ici sur les
connaissances que l'on a sur I'hématopoiese chez la souris, pour laquelle davantage d’études
ont pu étre menées gréce a la disponibilité de nombreux modéles murins. L’'hématopoiése chez

'Homme, bien moins connue, semble conservée mais présente cependant certaines spécificités.
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Figure 1. Mise en place du systéme hématopoiétique chez I'embryon murin

Le développement hématopoiétique s'initie via 3 vagues spatiotemporelles se chevauchant, et
produisant des progéniteurs hématopoiétiques distincts. La vague primitive (en gris) génére
des érythrocytes (p-Ery), mégacaryocytes (p-Mc) et macrophages (p-M®) au niveau du sac
vitellin. La vague pro-définitive (en vert) génere des progéniteurs érythromyéloides (EMP) et
lymphomyéloides (LMP) au niveau du sac vitellin. La vague définitive (en bleu) génére des pré-
cellules souches hématopoiétiques (pré-CSH) au niveau de l'aorte gonade mésonéphros (AGM).
Une fois matures, ces CSH sont capables d'autorenouvellement. Les progéniteurs des vagues
pro-définitives et définitives colonisent tous deux le foie foetal (FF) a E10,5, ou ils produisent des
cellules matures : érythrocytes (Ery), mégacaryocytes (Mc), granulocytes (Gr), des cellules T et B,
et des macrophages (M®). E/7 : 7e jour de développement embryonnaire chez la souris ; sem :

semaine de développement embryonnaire chez I'Homme. Figure adaptée de Canu et. al, 2021.
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l. Le systeme hématopoiétique

A. Origine embryonnaire

Le systeme hématopoiétique est I'un des premiers tissus complexes a se former dans
I'embryon. Son apparition prend le relais sur la diffusion passive de I'oxygene et des nutriments,
. . . . e ! N
qui devient insuffisante au développement de l'organisme. Il se met en place en 3 vagues chez
les mammiféres, au niveau de sites anatomiques distincts, avant de se stabiliser dans la moelle

osseuse et le thymus (Figure 1).

Chez la souris, les premieres cellules hématopoiétiques apparaissent dés le 7° jour de
développement embryonnaire (E7), peu apres la gastrulation, au sein du sac vitellin, dans des
flots mésodermiques de la splanchnopleure extra-embryonnaire, appelés ilots sanguins. Le sac
vitellin est une membrane extra-embryonnaire dérivée de I'endoderme et recouverte de
mésoderme extra-embryonnaire. Peu apres la gastrulation (vers le 18¢ jour), des cellules du
mésoderme extra-embryonnaire du sac vitellin s'agréegent en ilots sanguins et
vasculoformateurs'. Ces agrégats mésodermiques sont a l'origine a la fois du systéme vasculaire
et de |'hématopoiése: un précurseur mésodermique commun, appelé hémangioblaste,
semblerait étre a 'origine des 2 lignages. Lors de cette hématopoiese dite « primitive », des
cellules hématopoiétiques transitoires sont produites pour remplir les besoins immédiats de
I'embryon : des progéniteurs érythroides (EryP, larges et nucléés, d'ou le terme « primitif ») sont
notamment requis pour assurer |'oxygénation de I'embryon, et des macrophages (a ploidie
faible, générant moins de plaquettes) pour permettre le remodelage des tissus et leur

maintenance?®*.

L'hématopoiése pro-définitive commence a E8,25 a nouveau dans le sac vitellin. Elle génére des
progéniteurs érythromyéloides (EMPs) et lymphomyéloides (LMPs), qui colonisent le foie foetal,
et se différencient en cellules matures®. Ces progéniteurs sont issus d'une transition endothélio-
hématopoiétique (EHT) : elles dérivent de cellules endothéliales constituant la vascularisation

du sac vitellin, dotées d'un potentiel hémogénique®’.

La 3° et derniéere vague, correspondant a I'hématopoiese définitive, est marquée par la
génération de pré-CSH, entre E9,5 et E11,5, dans la région de |'Aorte-Gonade-Mésonéphros

(AGM) principalement®®. L’AGM est un tissu embryonnaire originaire de la splanchnopleure
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Figure 2. Mise en place du systéme hématopoiétique définitif chez I'embryon murin

L'origine des cellules souches hématopoiétiques (CSH) intra-aortiques est débattue, 3 modéles
sont proposés. (a) Un hémangioblaste donne naissance séparément aux CSH et cellules
endothéliales. (b) Une cellule endothéliale a potentiel hémogénique donne naissance aux CSH
et cellules endothéliales. Des preuves de ces deux concepts existent, d'ailleurs ils ne s’excluent
pas mutuellement. (€) Un mécanisme intermédiaire propose qu'un hémangioblaste (ou
précurseur mésodermique pré-hématopoiétique) donne naissance a un endothélium
hémogénique intermédiaire, produisant ensuite les CSH et cellules endothéliales. Figure

adaptée de Julien et. al, 2016
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para-aortique, dérivé de la couche germinale mésodermique, qui contient l'aorte
dorsale (artere majeure de I'embryon),la créte génitale et le mésonéphros. Les CSH émergent
d'un endothélium dit « hémogénique » au niveau de la paroi ventrale de l'aorte dorsale, via une
EHT. L'origine de cet endothélium est encore discutée'®. Le modeéle d'émergence privilégié est
a nouveau celui de I'endothélium hémogénique, donnant naissance aux CSH via une EHT’"

(Figure 2).

Les premieres cellules hématopoiétiques d'origine vitelline sont détectées dans le foie foetal a
E10,5. Vers E12,5 celui-ci est colonisé par les CSH qui y subissent une expansion et une
différenciation rapide'®. Chez la souris spécifiquement, une transition vers la rate foetale s'initie
vers E15,5, ou les CSH poursuivent leur expansion, et dont une fraction subsistera apres la
naissance et a I'dge adulte™. A E17,5 des CSH colonisent enfin la moelle osseuse, ou elles
assureront la plus grosse partie de I'hématopoiése tout au long de la vie, tout en étant
majoritairement quiescentes'. L3, elles pourront se différencier en prés de 10 types cellulaires
distincts via un processus multi étapes et la mise en ceuvre d'un programme génique
complexe*™. L'ébauche thymique est colonisée vers E11,5 par des cellules T précurseurs’. Une

fois fonctionnel, le thymus est le site de maturation des lymphocytes T'".
B. L'Hématopoiése chez l'adulte

1. Les cellules souches hématopoiétiques

Présentes en tres petite quantité (1/10000 des cellules hématopoiétiques de la moelle
osseuse), ces cellules sont indifférenciées (dépourvues de marqueurs d'engagement) et
présentent a leur surface des marqueurs d'immaturité tels que CD34, SCA-1, CD38, CD117 (c-

Kit) permettant de les discriminer des autres populations cellulaires.

Ainsi situées au sommet de la pyramide de différenciation, les CSH sont multipotentes, c'est-a-
dire capables de récapituler a elles seules I'entiereté du systeme sanguin, par exemple apres
transplantation chez un sujet irradié. Une fois engagées, les cellules souches vont
progressivement perdre cette capacité d'autorenouvellement et réduire leur panel de
différenciation. Aussi, l'autorenouvellement des CSH, capacité a donner naissance a deux

cellules filles (division symétrique ou asymétrique au besoin), permet le maintien de leur pool™.
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Figure 3. Modeéles de différenciation hématopoiétique

(A) Le modeéle de différenciation classique des cellules souches hématopoiétiques (CSH)
consiste en une hiérarchie branchée, ol la différenciation se fait étape par étape selon des
décisions binaires. Cette représentation découle d'expériences mesurant le potentiel de
transplantation et de formation de colonies. (B) Les nouveaux modeles graphiques représentent
la différenciation des CSH comme un processus plus continu : les cellules unipotentes
émergeraient directement de cellules souches et progénitrices, sans passer par différentes
étapes de potentialité de plus en plus restreintes. CSH-LT : CSH de long terme ; CSH-ST : CSH
de court terme ; MPP : Progéniteur multipotent ; CMP : Progéniteur myéloide commun ; CLP :
Progéniteur lymphoide commun ; MEP : Progéniteur mégacaryocyte-érythroide ; Ery :
Erythrocytes ; Mk : Macrophages ; GMP : Progéniteur des granulocytes et monocytes ; Eo :
Eosinophile ; Baso : Basophile ; Neutro : Neutrophile ; M : Monocyte ; CD : Cellule dendritique ;
NK ; Cellule Natural-killer ; T : Lymphocytes T ; B : Lymphocyte B. Figures inspirées de Antoniani
et. al, 2017 et Cheng et. al, 2020.
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2. Modeles de différenciation hématopoiétique

Le modele de différenciation hiérarchique des CSH, proposé pendant plus de 20 ans,
suggeére un processus séquentiel passant par des stades de progéniteurs multi-, oligo-, et
unipotents distincts avant d'atteindre la maturité (Figure 3A). Les CSH y sont considérées
comme une population homogeéne, sur la base des marqueurs de surface qu'elles partagent.
Une distinction est néanmoins faite dans ce modele en fonction de leur capacité a reconstituer
le systtme hématopoiétique sur la durée (se traduit par leur potentiel de prise de greffe). Les
CSH a la capacité d'autorenouvellement illimitée sont dites de « long-terme » (CSH-LT), elles
sont maintenues quiescentes dans la moelle osseuse et se distinguent par l'absence de
marqueurs CD34 a leur surface. De ces derniéres découlent les CSH dites de « court-terme »
(CSH-CT) a la capacité d'autorenouvellement limitée dans le temps. Ce modéle se présente
comme suit: les CSH se différencient en progéniteurs multipotents (MPPs), dépourvus de
capacité d'auto-renouvellement mais conservant tout leur potentiel de différenciation’?. La
premiére bifurcation consiste en la différenciation de MPPs en 2 types de progéniteurs
oligopotents : les progéniteurs lymphoides communs (CLPs) et les progéniteurs myéloides
communs (CMPs). Ces derniers donnent naissance aux cellules effectrices engagées dans les
deux lignages respectifs. Les CMPs évoluent en progéniteurs mégacaryocytes-érythroides
(MEP) et progéniteurs granulocytes-macrophages (GMP). Les CLPs évoluent en progéniteurs T,

B et NK?'. Les cellules dendritiques (CD) proviennent aussi bien des CLP et CMP?#2,

Ce modeéle de différenciation séquentielle tend a étre remplacé par un modele de
différenciation plus « continu », moins cloisonné des CSH, ou l'acquisition d'une identité serait
graduelle (Figure 3B). Les approches -omics et single-cell des dernieres années ont en effet
révélé une hétérogénéité au sein des cellules souches et progénitrices?*?°. Les CSH semblent se
distinguer entre elles par leur capacité de différenciation : certains clones seraient prédestinés a
s'engager vers le lignage myéloide ou lymphoide. Les marqueurs de surface CD41 et CD86
sont par exemple retrouvés sur les CSH orientées respectivement vers les lignages myéloide ou

26,27

lymphoide Il en va de méme pour les MPPs, subdivisables en 4 populations a la

différenciation préférentielle. Ce destin cellulaire, préétabli, serait scellé dés le stade de CSH?8,
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3. Régulateurs de 'hnématopoiese

Quiescence, auto-renouvellement, expansion et différenciation des CSH vers |'un ou
I'autre des lignages sont finement régulés par linteraction combinée de facteurs de
transcription. Dix régulateurs clés de I'hématopoiése ont été identifiés : SCL/TAL1, LYL1, LMOZ2,
GATA2, RUNX1, MEIS1, PU.1, ERG, FLI-1 et GFI-1B?’.

L'organisation de la chromatine, et les modifications d’histones et de ’ARN sont aussi cruciales,
puisque ces facteurs déterminent l'activation ou la répression des génes. L'autorenouvellement,
la maintenance et la différenciation des CSH sont ainsi largement influencés par I'épigénome,

comme nous le verrons plus tard®.

Les sous-populations de CSH expriment sélectivement les récepteurs de cytokines affiliées a
des lignages. On suppose maintenant que des cytokines telles M-CSF, G-CSF, GM-CSF, Epo et
FIt3L ne sont pas seulement de simples facteurs de prolifération et de survie des progéniteurs
engagés, mais qu’elles contribuent a orienter le devenir cellulaire des CSH*'. Par exemple, une
sous-population de CSH requérant de la thrombopoiétine pour sa maintenance, et donc qui
exprime le récepteur associé, donnerait une descendance mégacaryocytaire, a |'origine des
plaquettes sanguines, ou en tout cas biaisée vers le myéloide, si transplantée®?. Aussi, le M-CSF
ordonnerait un devenir myéloide via l'induction de I'expression du facteur de transcription
PU.1%. Il a dailleurs été observé que des cellules avec un lignage prédéterminé étaient
capables d'évoluer en cellules matures différentes du « choix» initial, au contact de

cytokines®*%

. Cette flexibilité permettrait a I'hématopoiése de s'adapter a la demande en
certains types cellulaires, et renforce I'idée que le développement des CSH est davantage

dynamique que linéaire.

II. Microenvironnement et homeostasie

Le microenvironnement médullaire, dans lequel résident les cellules hématopoiétiques,
est la source premiere de facteurs extrinséques influencant leur différenciation. Les CSH y sont
exposées a des cytokines, des facteurs de croissance, des variations de pH et d'oxygene, et des

contacts cellulaires.

-28 -



'I Pléiotrophine

. | Cxey 12

I
J
y
W Sce

sa1Ao0Ae2

Cellules er‘ldothé.-".f'aie
s

g-49L

=2 / o
Vo s Gallules 5™

1 Maintenance | Retention Indirect
Quiescence M Proliferation

Figure 4. Composants cellulaires et moléculaires de la niche hématopoiétique

Ce schéma illustre comment les cellules de la niche hématopoiétique contribuent a la
régulation directe ou indirecte des cellules souches hématopoiétiques (CSH), en sécrétant un
panel de molécules. Les couleurs indiquent quel aspect de 'homéostasie elles impactent. Les
astérisques indiquent les molécules impliquées dans la régénération de la moelle osseuse
aprés ablation. SCF : Stem Cell Factor; CXCL12 : CXC-Chemokine Ligand 12; CXCL4 : CXC
Chemokine Ligand 4; FGF1 : Fibroblast Growth Factor 1; TGF- B8 : Transforming Growth Factor-

B; DARC : Duffy Antigen Receptor for Chemokines; GP130 : Glycoprotein 130; VCAM1
Vascular Cell Adhesion Molecule 1; IL-10 : Interleukin-10. Figure adaptée de Pinho et. al, 2019.
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A. Régulation des CSH

1. Le concept de niche hématopoiétique

La niche de cellules souches se réféere a I'environnement proche permettant leur
maintien au stade indifférencié et leur autorenouvellement, et aiguillant leur devenir.
Historiquement, le concept de niche hématopoiétique a été proposé en 1978 par R. Schofield.
Elle était décrite comme un réseau multicellulaire fournissant aux CSH les molécules et
interactions physiques nécessaires a leur auto-renouvellement, différenciation, expansion et
rétention. Il était supposé a cette époque que seules les CSH y étaient maintenues, et que les
cellules filles en sortaient pour se différencier. Ce microenvironnement spécialisé se localise
dans la cavité osseuse des os longs et axiaux, I'hnématopoiése dans les os longs s'amoindrissant

au cours de l'adolescence®®.

Les structures principales de la niche hématopoiétique sont 'os, le réseau vasculaire et les
cellules stromales réticulaires. La vascularisation consiste en des artérioles qui pénétrent dans
I'os et s'y transforment en vaisseaux transitionnels, puis en réseau de sinusoides a I'endothélium
fenestré, distribués de maniere homogéne dans la cavité. On trouve également d'autres cellules
non hématopoiétiques : fibres nerveuses sympathiques, cellules de Schwann, adipocytes,
ostéoblastes, ostéocytes, fibroblastes. Ces cellules et structures coopérent pour assurer un
environnement régulant et organisant 'hématopoiese®’. Les populations cellulaires de la niche,

hématopoiétiques ou non, fournissent aux CSH une association de facteurs clés (Figure 4).

2. Organisation spatiale

La MO étant trés vascularisée, les CSH se retrouvent en relation étroite avec les cellules
endothéliales et stromales périvasculaires associées. Ces derniéres se distinguent par leur
expression du récepteur a la Leptine (LepR) et leur forte production de SCF et CXCL12 ; elles en

sont la source principale dans la MO.

Sinusoides et artérioles semblent constituer des niches distinctes: on considére a I'heure
actuelle que les CSH actives (en division) résident dans des niches périsinusoidales, tandis que

celles artériolaires seraient occupées plutét par des CSH en quiescence?®®*.
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Figure 5. Organisation schématique de la cavité médullaire

Représentation schématique de la niche médullaire de cellules souches hématopoiétiques
(CSH), ou différents types cellulaires et facteurs régulent directement ou indirectement leur
activité. De plus en plus de preuves définissent la vascularisation et cellules stromales associées
comme des régulateurs clés de la maintenance des CSH. Le systeme nerveux sympathique
(SNS) régule la mobilisation des CSH, et les cellules de Schwann non myélinisantes pourraient
contribuer a leur quiescence. Les mécanismes moléculaires impliquant les ostéoblastes dans la
régulation des CSH n'ont pas été clairement identifiés, mais ils pourraient réguler les
progéniteurs lymphoides. Les adipocytes pourraient négativement affecter la maintenance des
CSH. Les cellules hématopoiétiques comme les macrophages a ploidie faible (générant moins
de plaquettes), neutrophiles et mégacaryocytes peuvent également participer a la maintenance
ou mobilisation des CSH. Cellules CAR : Cellules Réticulaires Abondantes en CXCL12; SCF :
Stem Cell Factor; CXCL4 : C-X-C-Chemokine ligand 4; CXCL12 : CXC Chemokine Ligand 12;
DARC : Duffy Antigen Receptor for Chemokines; IL-7 : Interleukin-7; LEPR : Leptin Receptor;
MYH11 : Myosin Heavy chain 11; NG2 : Neuron/Glial antigen 2; OPN : Ostéopontine; OSM :
Oncostatine M; TGF-B : Transforming Growth Factor-B; TNF : Tumour Necrosis Factor; vVWF : von

Willebrand Factor. Figure adaptée de Pinho et. al, 2019.
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Les niches artériolaires contiennent notamment des cellules de Schwann non myélinisantes,

capable d'activer le TGF-B latent produit par les cellules environnantes, contribuant a la
i 0L if d d ich | i des CSH

quiescence®. L'impact respectif de ces deux niches sur la quiescence des reste

controversé*'“? (Figure 5).

Les fibres nerveuses nociceptives et sympathiques innervant la moelle osseuse régulent la
libération circadienne de CSH dans le sang périphérique, cela directement ou par
I'intermédiaire des cellules stromales respectivement®*, Au-dela de leur mobilisation vers
I'extérieur de la niche, les CSH présenteraient d'ailleurs une mobilité insoupgonnée en interne,

leur permettant de varier leur interactions cellulaires®.

L'organisation spatiale de la MO assure que des environnements distincts régulent également
différents types de cellules progénitrices. Le lignage ostéoblastique soutient les progéniteurs
davantage engagés, et en particulier ceux du lignage lymphoide®*“¢. Les CSH les plus actives
localisées au niveau des niches périartériolaires seraient biaisées envers le lymphoide®. A
I'inverse, les progéniteurs myéloides sont enrichis au niveau des sinusoides®. L'érythropoiese
requiert notamment le SCF produit par les cellules périsinusoidales LepR+*. Ces lignages ne
colocalisent pourtant pas avec les CSH, ce qui suggere l|'existence de différents domaines au

sein des niches sinusoidales, restreintes a certains types cellulaires*.

3. Contribution des populations hématopoiétiques

Certaines populations hématopoiétiques persistent dans la moelle osseuse et
contribuent a la maintenance des CSH. Les plus étudiées sont les macrophages et les
mégacaryocytes. Les macrophages présents se localisent a proximité de sinusoides et sont des
acteurs clés de la quiescence : l'interaction de leur marqueur membranaire CD234 avec CD82 a
la surface des CSH, inhibe leur progression dans le cycle cellulaire®. Ils régulent également la
rétention des CSH en modulant la production de CXCL12 par les cellules stromales
périvasculaires®’. Le CXCL12 environnant stimule également la maturation des mégacaryocytes
(thrombopoiese) et la libération subséquente de plaquettes. Mégacaryocytes et plaquettes sont
I'unique source de CXCL4 dans la moelle osseuse, lequel promeut la quiescence des CSH>?.

£53(p201

Leur production de TGF-B1 renforce cet effe ). Enfin, la perte des mégacaryocytes est

associée a une augmentation du cyclage cellulaire des CSH, et en conséquence leur nombre*”.
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Figure 6. Altérations de la niche hématopoiétique dans les leucémies

(A) Différentes lésions génétiques et épigénétiques (éclairs) peuvent cibler les cellules
régulatrices de la niche hématopoiétique, et promouvoir I'apparition d’hémopathies malignes.
(B) Les hémopathies malignes peuvent a linverse induire un remodelage de la niche
hématopoiétique de sorte a ce qu'elle supporte la leucémogenese, au détriment de
I'hématopoiese. Les altérations produites par les hémopathies malignes peuvent générer un
environnement pro-inflammatoire, caractérisé par de la fibrose, un remodelage vasculaire, une
neuropathie et la réduction de sécrétion de facteurs de soutien des CSHs par les cellules
stromales. Les cellules souches leucémiques (CSL) peuvent aussi augmenter |'expression de
certains de leurs récepteurs membranaires pour favoriser leur survie. LAM : Leucémie Aigué
Myéloide; CCL3 : CC Chemokine Ligand 3; LCM : Leucémie Chronique Myéloide; CXCL12 :
CXC Chemokine Ligand 12; CXCR4 : CXC Chemokine Receptor type 4; IL-1 B : Interleukin-1B;
SMD : Syndrome myélodysplaque; MIB1 : Mind Bomb 1; NMP : Néoplasme Myéloprolifératif;
NG2 : Neuron/Glial Antigen 2; PTPN11 : Protein Tyrosine Phosphatase, Non-receptor type 11;
RB : Retinoblastoma Protein; RBPJ : Recombination signal Binding Protein for immunoglobulin-k
J region; SCF : Stem Cell Factor; SNS : Systeme nerveux sympathique; TGFB : Transforming
Growth Factor-b; THPO : Thrombopoietin; VLA-4 : Very Late Antigen 4. Figures adaptées de
Pinho et. al, 2019.
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Les niches hématopoiétiques restent a I'heure actuelle des environnements hétérogenes trop
peu compris. Les CSH ne peuvent exister que dans ces microenvironnements physiques les
soutenant, mais I'impact de ceux-ci sur leur activité et différenciation présente encore des zones
d’'ombre. Ne serait-ce que la raison pour laquelle la moelle osseuse reste le site privilégié de
I'nématopoiese, alors que les facteurs clés CXCL12 et SCF sont produits a large échelle dans

différents organes, hématopoiétiques ou non.

B. Perturbation de la niche

1. Implication dans les hémopathies

Un nombre croissant d'études suggere que la niche hématopoiétique pourrait étre
remodelée pour soutenir la leucémogenése, ou encore étre elle-méme a lorigine

d'hémopathies® (Figure 6).

Les cellules souches leucémiques (CSLs) tendent a remodeler leur environnement en une unité
Ani f isant | i t I détri t de I'hématopoié le5455, L
oncogénique favorisant la croissance tumorale au détriment de I'hématopoiese normale®*>°. Les
CSLs sécretent effectivement des facteurs de croissance altérant la différenciation des cellules
souches et progénitrices, qui en conséquence s'accumulent et ne sont plus capables d'assurer

une hématopoiése efficace.

Le dysfonctionnement des composants de la niche peut également prédisposer ou contribuer a
I'initiation d’hémopathies malignes. Dans les cellules stromales de patients atteints de MDS et
LAM, des anomalies génétiques et épigénétiques, différentes de celles des cellules
hématopoiétiques, ont été observées®8. Chez 38% des patients atteints de MDS ou LAM, une
activation constitutive de la B-caténine dans les ostéoblastes et une hausse de la signalisation
Notch dans les CSH sont observées, et pourraient étre responsables de la leucémogenese. Un
modéle murin vient appuyer cette observation, puisque lintroduction chez celui-ci d'une
mutation activatrice de la B-caténine dans les ostéoblastes, altére la différenciation myéloide et
lymphoide et conduit au développement d'une LAM*. Le phénoméne s'illustre au travers de
diverses autres mutations opérées dans les cellules stromales. Il a par exemple été observé que
la délétion chez la souris de I'endonucléase Dicer1 dans le lignage ostéoblastique endigue la

différenciation des ostéoblastes, et déclenche un syndrome myélodysplasique pouvant évoluer

-34-



en LAM®®. De méme, la délétion du gene Rb1 génére un néoplasme myéloprolifératif, qu'elle

soit effectuée dans les cellules stromales ou myéloides®’.

2. Hématopoiése extramédullaire

Des sites anatomiques autres que la moelle osseuse possédent un potentiel
hématopoiétique. Comme mentionné précédemment, une hématopoiese hépatique se met
transitoirement en place pendant le développement foetal. En postnatal, chez I'Homme, en cas
de stress sévere ou d'altération médullaire, une hématopoiése splénique peut s'initier dans la
pulpe rouge. Des cellules endothéliales et périvasculaires stromales y produisent le CXCL12
nécessaire a la rétention des CSH, tandis que des macrophages leur prodiguent un ancrage via
la molécule d'adhésion VCAM-1¢2¢3. Cette hématopoiése extramédullaire peut se déclencher
par exemple lors d'un besoin accru en érythrocytes pendant la grossesse ou en cas d'anémie,

ou encore lors d'infection, de fibrose ou de néoplasie.
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Chapitre 2

La leucemie aigué myéloide

Avant de rentrer dans le vif du sujet, voici quelques notions clés pour resituer les leucémies

aigués myéloides (LAM) par rapport aux hémopathies malignes.

Les hémopathies malignes sont des proliférations tumorales clonales, qui se développent & partir
de cellules hématopoiétiques, dans la moelle osseuse, le thymus ou les organes lymphoides
secondaires. Elles désignent un groupe hétérogéne de maladies, qui se distinguent les unes des
autres par la lignée hématopoiétique dont est issue la cellule tumorale, ainsi que de son état de
différenciation et la localisation de la prolifération. Il devient question de « leucémie » lorsque

des cellules hématopoiétiques cancéreuses sont retrouvées dans le sang circulant des patients.

Les leucémies peuvent se développer a partir de cellules issues de la lignée lymphoide ou de la
lignée myéloide. Celles développées a partir de la prolitération d'un progéniteur lymphoide ou
myéloide, situé dans la moelle osseuse et dont la différenciation est bloquée a un stade précoce
ont une évolution rapide ; il s'agit de leucémies dites « aigués ». Les leucémies développées a
partir de cellules lymphoides ou myéloides matures (aprés sortie de la moelle ou du thymus) ont

un développement généralement plus lent ; il sagit de leucémies dites « chroniques ».
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Figure 7. Des prémices de I'hématologie...

(A) lllustration de la « leucocythaemia » décrite par J.H. Bennett en 1845 (Bennett 1851). (B) La
coloration triacide dévoilée en 1877 par Paul Ehrlich permet la distinction des cellules
basophiles, éosinophiles et neutrophiles sur la base de I'affinité des colorants (Ehrlich 1880). (C)
Classification FAB des leucémies aigués myéloides. Elle tient compte des caractéristiques
cytologiques présentées par les cellules immatures, appelées « blastes », qui renseignent sur
leur lignée d'origine et leur degré de maturation. Les LAM sont alors répertoriées en 8 groupes.
(Bennett 1976).
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|. Historique et Classification des LAM

A. Découverte des leucémies

La premiere description de la leucémie est faite en 1811 par le chirurgien Peter Cullen,
confronté a un patient de 35 ans présentant des douleurs abdominales et une forte fiere. Au-
dela d'une « splenitis acutus », il reléve la coloration laiteuse de son sang lors des saignées qui
lui sont prodiguées, mais |'associera davantage a une absorption graisseuse qu’a une atteinte
hématopoiétique®. Il s'agissait la probablement du premier cas de leucémie décrit dans la

littérature.

Les descriptions de sang « laiteux » par diverses personnalités se répéetent dans la littérature les
années suivantes. La morphologie des cellules observées gagne en précision, grace aux
progres de la microscopie, et est illustrée pour la premiere fois par John Hughes Bennett en
1845 (Figure 7A). La méme année, Rudolf Virchow décrit une perturbation de I'équilibre entre
les populations de globules blancs et globules rouges des patients®*. Deux ans plus tard, il

baptise le phénomeéne « leukéamie » (leukos = blanc / aima = sang).

B. Classification des leucémies

Avant de chercher a diagnostiquer, traiter et étudier une pathologie, celle-ci doit étre
décrite, définie et nommeée. Les pionniers de I'analyse anatomoclinique ont rapidement cherché
a classifier les pathologies décrites, sur la base d'observations morphologiques. L'élaboration
d'une coloration histochimique par Paul Ehrlich en 1877 permet, quelques années plus tard, la
distinction des lignées myéloides et lymphoides, et de leurs sous-populations (granulocytes
éosinophiles, neutrophiles et basophiles)® (Figure 7B). Cette avancée technique méne en 1913
a la reconnaissance de 4 types de leucémies, selon les populations cellulaires concernées : la
leucémie lymphocytique chronique (LLC), la leucémie myéloide chronique (LMC), la leucémie

aigué lymphoblastique (LAL) et la leucémie aigué myéloide (LAM)*’.

Un consortium d'experts de la communauté internationale d’hématologie met en place en
1976 la classification « French-American-British » (FAB) (Figure 7C), reposant sur des
critéeres cliniques et cytologiques. Cette classification n'a qu'une faible valeur pronostic, mais

sera utilisée pendant 25 ans®.
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Elle se base sur des critéres morphologiques,
cytochimiques et immunophénotypiques pour
déterminer la lignée et le degré de maturation
des cellules. Lincorporation de données
génétiques affine la description des
différentes pathologies. Le % de blastes
retrouvés chez le patient est d’autant plus
pris en compte qu'il contribue désormais a
établir le pronostic. Cette notion de blastes
est d'ailleurs précisée par la méme occasion,
pour faciliter leur  distinction des
promyélocytes. Le taux de blasies permettant
d'établir un diagnostic de leucémie aigué est

abaissé a 20% (Vardiman 2002)

2008 : Révision

La classification se base a lheure actuelle toujours
sur lanalyse de marqueurs en cytométrie en flux,
lidentification d’événements chromosomiques par
tests cytogénétiques et la recherche de lésions
génétiques. Les avancées dans le séquencage ont
amélioré les critéres de diagnostic et pronostic. Il
faut s'attendre & de nouvelles révisions, de par la
découverte constante de mutations dans des
génes récurrents comme FLT3, NPM1, CEBPA, RAS,
WT1, BAALC, ERG, MN1, DNMT, TET2, IDH, ASXL],
PTPN11, CBL... (Arber 2013).

2001 : Classification WHO

Elle tient désormais compte des anomalies
cytogénétiqgues en établissant un caryotype de
base, qui sera suivi. Les mutations fréquentes sont
recherchées par FISH et RT-gPCR (Vardiman
2009).

2016 : Revision

Figure 8. ... A I'avénement de I'analyse cytogénétique
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L'OMS publie en 2001 la 3¢ version d'une classification proposée par un comité d'experts
(Myeloid and Acute Leukemia Clinical Advisory Committee). Elle constitue le premier vrai
consensus mondial quant a la définition et la nomenclature des hémopathies malignes®’.
(Figure 8A). La révision de 2008 apporte des précisions dans la description des hémopathies
connues, et distingue quelques nouveaux groupes: cela toujours dans cette optique
d'améliorer la terminologie utilisée dans les essais cliniques et la recherche’. Une approche
multiparamétrique devient progressivement possible, gréace a la contribution de cliniciens et
généticiens (Figure 8B). La révision de 2016 intéegre de nouvelles données
immunophénotypiques, cytogénétiques et surtout moléculaires afin de préciser encore ces

classifications’’. (Figure 8C).

Ces classifications s'étoffent de nouvelles informations a mesure des avancées technologiques
et scientifiques. Leurs révisions tentent de rendre les catégories cliniquement plus pertinentes

pour faciliter la gestion des patients et aiguiller vers une meilleure prise en charge.

ll. Mécanismes physiopathologiques des LAM

Quelle que soit leur origine, les cancers partagent certaines propriétés permettant leur
développement : insensibilité aux signaux anti-croissance, indépendance vis-a-vis des facteurs
de croissance, résistance a l'apoptose, prolifération illimitée non contrélée, induction de

I'angiogenese, invasion tissulaire, et capacité a se disséminer.

La LAM n'échappe pas a la regle et se caractérise par une perte de capacité a répondre aux
signaux régulateurs normaux de la prolifération et de la différenciation normale’?. Les cellules
reprogrammées qui proliferent ne sont plus capables de poursuivre leur maturation et
envahissent la moelle osseuse, conduisant a un défaut de production des cellules sanguines

saines.
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A. Paysage mutationnel des LAM

Bien que les LAM Ss'illustrent particulierement par leurs anomalies chromosomiques
structurelles, des études génomiques a grande échelle, a partir de cellules leucémiques de
patients, ont révélé |'existence d'anomalies génétiques récurrentes. Celles-ci sont globalement

groupables par fonctions dans lesquelles elles sont impliquées.

Parmi les plus courantes figure la mutation de la protéine chaperonne nucléolaire NPM1, dans
30% des LAM, et 45-66% des LAM avec un caryotype normal. Sa mutation entraine son export
anormal dans le cytoplasme, et 'empéche notamment de remplir sa fonction stabilisatrice de
P53. On suppose également que sa localisation cytoplasmique aberrante entraine la

séquestration de PU.1, régulateur de génes hématopoiétiques comme MEIST et les HOX"*7%,

Le géne suppresseur de tumeur P53 est muté dans moins 10% des LAM. Il s'agit généralement
de mutations faux-sens, aboutissant a une perte de son activité, et donc favorisant l'instabilité

génomique, comme dans la majorité des cancers’’4.

Parmi les plus répandues (30% des LAM), la mutation du géne FLT3, codant pour un récepteur a
activité tyrosine kinase, conduit quelle que soit la mutation (FLT3-ITD dans 20-25% des LAM /
FLT3-TKD dans 5-10%) a son activation constitutive. Celle-ci promeut la prolifération et la survie
cellulaire, au détriment de la différenciation. Il en est de méme pour les protéines GTPase NRAS
et KRAS (10 a 25%) classiquement touchés par des mutations ponctuelles activatrices, ou encore

le récepteur KIT (ou CD117) (10%) concerné par des mutations de gain de fonction”®7%,

Il n‘est pas rare que des régulateurs épigénétiques soient mutés. C'est le cas par exemple
d'‘enzymes clés de la déméthylation de 'ADN comme DNMT3A (30% des LAM), IDH1 (5-15%),
IDH2 (10-15%) et TET2 (9-23%), ciblées par des mutations inactivatrices. La méthyltransférase
EZH2 est elle aussi ciblée par des mutations de perte de fonction dans les LAM”*7>. Cette

catégorie sera étayée au chapitre 3.

Des facteurs de transcription hématopoiétiques clés sont aussi touchés. C'est le cas de RUNXT,
muté ponctuellement dans 5 a 15% des LAM, et de CEBPA, facteur de transcription gouvernant
la différenciation myéloide, touché par des mutations de perte de fonction dans 10% des
LAM”374_ Certains génes HOX sont également mutés ou impliqués dans des translocations,
comme par exemple la fusion NUP98-HOXA97¢77
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Transduction du signal/Oncogénes

Mutations d'épissage

Figure 9. Chevauchement fonctionnel

des mutations drivers dans les LAM.

Chevauchement fonctionnel des
Facteurs de
transcription Modificateurs mutations drivers dans les LAM. La taille
épigénétiques
des cercles reflete leur fréquence. Les 3
plus communes sont en gras. Extrait de
Autre mutations Modificateurs
specifiques de la LAM de la chromatine  Kjshtagari et. al, 2020.

Suppresseurs de tumeurs

O NPM1_p.L287fs W FLT3_p.D835E B KRAS_p.G13D @ FLT3-ITD @ FLT3_p.D835Y B WTi_p.P372fs

FLT3 p.D835Y
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B PTPNTT_p.F7IL O WT1_p.R380W O WTi_p.V371fs @ IDH1 pRI132C B WTi_p.R369f/s O WT1_p.R380fs

WT1p.R369fs __—

Figure 10. Modéles d'évolution clonale de la LAM.

Ces Fish plots montrent des modeles d'évolutions clonales de leucémies aigués myéloides, en
réponse a des thérapies déduites de données d'analyse en single-cell. Les mutations drivers
sont représentées a gauche (NPM1 et SF3B1), on constate par la suite I'émergence et la

fluctuation des mutations passengers. Figures extraites de Morita et. al, 2020.

-42 -



Les mutations qui participent a l'initiation de la leucémogeneése (drivers) se répartissent en 7
catégories, en fonction de leurs conséquences fonctionnelles (Figure 9). Ces mutations
partagent des co-occurrences ou dissociations exclusives qui aident a identifier le chemin
emprunté par la LAM. Des mutations passengers vont ensuite apparaitre au hasard, du fait de la

fidélité limitée des mécanismes de réparation de 'ADN”3,

B. Modeles de pathogenése

1. Notion de cellules souches leucémiques

A l'émergence stochastique de la LAM (combinaison de facteurs intrinséques et
extrinseques qui meénent a la pathologie), s'ajoute un modeéle hiérarchique basé sur I'existence
de cellules souches leucémiques (CSL). Ces clones dotés d'une capacité d'autorenouvellement,
sont capables d'initier et de maintenir la leucémie, mais aussi de la réinitier aprés
transplantation chez un modéle murin immunodéficient. L'origine de ces CSL est débattue
puisqu’il pourrait trés bien s'agir d'une CSH ayant accumulé des mutations successives lui
conférant un potentiel prolifératif, ou d'un progéniteur multipotent ayant réacquis la capacité
d'autorenouvellement. On parvient a identifier les CSL sur la base de marqueurs qui leur sont
relativement spécifiques (CD123, CD96, CLEC12A, TIM3). De par leur état de quiescence et leur
localisation dans la région endostéale de la niche hématopoiétique, les CSL sont

particulierement résistantes a la chimiothérapie, et contribuent a la rechute’®.

2. Notion d’hétérogénéité et évolution clonale

La LAM est une maladie polyclonale qui évolue, notamment a travers la sélection de
clones par le traitement mis en place. Au sein de la population tumorale, trois sous-populations
de cellules leucémiques peuvent étre distinguées : la population principale (cluster fondateur),
la population éliminée par le traitement, et la population qui est a I'inverse sélectionnée. Le
traitement peut en effet conduire a une évolution dynamique : elle est dite « longitudinale » si le
clone pathologique est éliminé, et « branchée » s'il s’en suit I'acquisition de nouvelles mutations
ou la sélection de clones résistants. Les leucémies secondaires sont souvent provoquées par la

sélection d'un clone prenant le dessus’’.

Les techniques de séquencage de cellules uniques (single cell sequencing) ont permis de
mettre en évidence cette hétérogénéité cellulaire et architecture clonale. L'analyse de 37
mutations drivers courantes a ainsi permis de modéliser I'évolution clonale des LAM, et de
confirmer |'acquisition séquentielle de mutations au cours de la leucémogenése. Ces données
confirment aussi la co-occurrence (DNMT3, TET2, WT1 par exemple) ou |'exclusion mutuelle

(IDH1 et IDH2 par exemple) de certaines d'entre elles % (Figure 10).
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Figure 11. Epidémiologie

Adapté de The Surveillance, Epidemiology, and End Results (SEER) Program, NIH



lll. La leucémie aigué myéloide, a U'échelle du patient

A. Epidémiologie des LAM

1. Statistiques

Chez I'adulte 80% des leucémies aigués sont de forme myéloide (LAM) alors qu’elles ne
représentent que 20% des cas chez I'enfant qui développe essentiellement des leucémies
aigués lymphoblastiques (LAL). En 2020, 20 240 nouveaux cas de LAM ont été répertoriés aux
Etats-Unis, ainsi que 11 400 décés associés a ces hémopathies. L'incidence est croissante avec
I'age, et on constate une prédominance aussi bien en termes d'incidence que de déces chez les
patients de sexe masculin (1,5x). Le taux de survie a 5 ans de ces patients est actuellement de
29,5% et est en constante augmentation (The Surveillance, Epidemiology, and End Results

(SEER) Program, NIH) (Figure 11).

2. Facteurs de risques

Un facteur de risque est une composante personnelle, génétique ou de I'environnement

qui augmente les chances de développer une maladie.

a. Prédispositions héréditaires

Une fréquence plus importante de LAM est décrite dans certaines maladies génétiques

8182 Parmi les plus notables se trouvent le syndrome de Down® et I'anémie de

constitutionnelles
Fanconi®, augmentant tout deux I'incidence de la maladie de prés de 20 fois. La prédisposition
conférée par certains syndromes s'explique souvent par les mutations génétiques qui y sont

associées, comme celles de NRAS et KRAS dans les rasopathies®?.

b. Facteurs iatrogénes

Les agents de chimiothérapie induisent un risque accru de développer une leucémie,
qgu'elle soit associée ou non avec une radiothérapie®®'”?, La LAM est la forme de cancer
secondaire la plus répandue a la suite de traitements chimiothérapeutiques, 10-15% des
malades la développent suite a |'exposition a des agents alkylants ou des inhibiteurs de

topoisomérases |l, qui induisent I'apparition de mutations. Les LAM secondaires présentent
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globalement une mauvaise réponse aux chimiothérapies intensives, et une faible survie globale

des patients®.

c. Agents leucémogeénes

Aussi, certaines activités professionnelles exposent quotidiennement a des agents
cancérigenes de diverses formes. Benzéne et formaldéhyde figurent parmi les plus connus pour
augmenter la survenue de leucémies® 88 Viennent ensuite pesticides, fertilisants, et nombre de
substances chimiques répertoriées de cancérigenes et recensés par le Centre International de
Recherche sur le Cancer (CIRC ou IARC). Une exposition indirecte a ces derniers peut

également conduire au développement d'une leucémie.

Certains virus sont reconnus comme leucémogénes, que leur action soit directe (intégration de
matériel viral qui altére la transcription de génes ou expression d’'oncogénes viraux) ou indirecte
(inflammation chronique ou immunosuppression). HTLV1, premier rétrovirus humain découvert,
prédispose par exemple aux leucémies via linsertion de son ADN/ARN dans les cellules
hotes® 0. Certaines toxines fongiques sont également carcinogénes, comme ['aflatoxine,
possiblement via leur action immunosuppressive, mais peu de données sont a disposition quant

a leur possible mécanisme d'action?".

Par ailleurs, une exposition a des radiations peut étre a l'origine de leucémies. Seules les
radiations ionisantes démontrent avoir une incidence, mais pas les rayons X et les radiations non

jonisantes”".

d. Facteurs individuels

La fréquence de survenue des LAM augmente avec I'dge”. Aussi, le tabagisme - pointé
du doigt depuis maintenant plusieurs décennies quant a son implication dans le cancer? -
accroit le risque de LAM de 25 a 40%, s'il est toujours d'actualité?. L'obésité est elle aussi
reconnue depuis peu comme facteur de risque, son impact sur le pronostic étant encore

controversé??,
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Figure 12. Anomalies moléculaires récurrentes chez les patients LAM

Les translocations récurrentes sont un mécanisme privilégié d'activation d'oncogénes dans les
leucémies, et leur importante est maintenant admise. 55% des leucémies aigués myéloides sont

concernées. Figure extraite de Duployez et. al, 2015.
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B. Diagnostic et classification des LAM

1. Symptomatologie

La symptomatologie est large et variée, et peut se présenter sous forme d'anémie
(fatigue, paleur cutanéo-muqueuse, dyspnée), thrombopénie (syndrome hémorragique),
neutropénie (syndrome infectieux avec fiévre et infections a répétition), voir éventuellement
d'hypertrophie gingivale, de leucémides, de douleurs osseuses et d’hypertrophie des
ganglions, de la rate ou du foie”. Ces symptémes reflétent l'insuffisance médullaire liée a

I'envahissement par des cellules malignes.

2. Examens de dépistage et diagnostic

Le diagnostic s'initie par un hémogramme : une analyse du sang périphérique qui décéle
I'insuffisance médullaire au travers de cytopénies, et/ou la présence de blastes en quantité
élevée, dont la présence est confirmée par I'étude cytologique d'un frottis sanguin coloré au
MGG. Le myélogramme permet d'affirmer le diagnostic de leucémie aigué lorsque le
pourcentage de cellules immatures blastiques est supérieur a 20% dans la moelle osseuse. La
lignée d'origine des blastes est ensuite déterminée par analyses cytochimiques et
immunocytochimiques. Une analyse par cytométrie en flux vient préciser leurs caractéristiques

phénotypiques.

L'analyse du caryotype recherche des anomalies de nombre ou de structure des chromosomes
en lien avec la pathologie (retrouvées dans 50-60% des cas). Cette analyse peut étre complétée
par une étude a laide de sondes fluorescentes spécifiques de certaines régions
chromosomiques (FISH). Ces analyses cytogénétique mettent en évidence des inversions,
translocations, duplications ou délétions spécifiques de certaines LAM. Des analyses de
biologie moléculaire recherchent des équivalents moléculaires de translocations (génes de
fusion) par PCR, et des anomalies d’expression de géenes ou de transcrits de fusion par PCR
quantitative (RT-gPCR)’*?8, Enfin, des analyses par séquencage haut débit recherchent des

variants déléteres (mutations, insertions, délétions) dans des panels de genes (Figure 12).
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Table 1

Cytogenetic and molecular prognostic factors in acute myelogenous leukemia (AML).

Risk category Cytogenetics Molecular abnormalities

Favorable risk 1(8;21)(q22;922.1) RUNX1-RUNX1T1
inv(16)(p13.1922) or t CBFB-MYH11
(16;16)(p13.1;922) Mutated NRM1 w/o FLT3-

ITD or with FLT3-ITD '*%
Biallelic mutated CEBPA

Intermediate risk  T(9;11)(p21.3;923.3) Mutated NPM1 and
Cytogenetic abnormalities FLT3ITDMeh
not in other category Wild-tpye NPM1 w/o
FLT3-ITD or with FLT3-
|TDIow
MLLT3-KMT2A
Poor risk T(6;9)(p23;934.1) DEK-NUP214
T(v;11923.3) KMT2A rearranged
T(9:22)(934.1;911.2) BCR-ABL1
inv(3)(921.3926.2) or t(3;) GATA2, MECOM(EVIT)
(g21.3;926.2) Complex karyotype
-5 or del(5q); -7; -17/abn Wild-type NPM1 and
(17p) FLT3-ITD"o"
Mutated RUNX1
Mutated ASXL1
Mutated TP53#

Data from Estey,'* Rockova et al,'® and O'Donnell."®

Tableau 1. Stratification du risque encouru par les patients - Classification Leukemia Net

2017
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3. Etablissement du pronostic

Ces différentes analyses permettent de préciser le diagnostic, et de rechercher des
mutations dans des génes actionnables par des thérapies ciblées. Elles permettent également
de rechercher les anomalies moléculaires permettant le suivi de la maladie résiduelle aprés
traitement. Publiée pour la premiére fois en 2010, la classification European Leukemia Net (ELN)
20173 stratifie le risque encouru par les patients en 3 niveaux, selon les anomalies

cytogénétiques ou moléculaires identifiées’*"’ (Tableau 1).

C. Traitements de la LAM

1. Thérapie conventionnelle

a. Chimiothérapie d'induction

La prise en charge classique de la LAM est une chimiothérapie intensive, dite d «
induction ». Un ensemble de facteurs sont pris en compte pour déterminer I'éligibilité d'un
patient a ce traitement. A |'échelle de lindividu, non seulement |'dge, mais la condition
physique, les comorbidités ou encore les objectifs thérapeutiques visés et les préférences du
patient sont observés. A cela s'ajoutent les caractéristiques de la maladie, prises en compte au
travers des anomalies cytogénétiques dépistées, qui stratifient la réponse au traitement'®. Le
traitement conventionnel, employé depuis maintenant plusieurs décennies, consiste en
I'infusion continue de cytarabine (100 a 200mg/m?) pendant 7 jours, et d'anthracycline
(daunorubicine ou idarubicine) pendant 3 jours. On s'y réfere communément en tant que
« 7+3 »'%". Malgré les avancées dans les systémes de délivrance, la limite principale des
chimiothérapies reste leurs comorbidités et haute toxicité'*?.

La chimiothérapie d'induction est une étape décisive et vise a atteindre le stade dit de
« rémission compléte » qui se traduit par la présence de moins de 5% de blastes dans la moelle
osseuse, et une numération de neutrophiles >1000/uL et de plaquettes >100 000/uL. Son taux
est trés bon chez les enfants (0% / 90% chez enfants LAL-B), puis décroit avec I'age : 45-65%

chez les < 65 ans et 30-40% > 65 ans'®.
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b. Thérapie de consolidation

Lorsque la rémission est atteinte, la maladie minimale résiduelle (MRD) est évaluée. Elle traduit
la présence subsidiaire de cellules malignes ayant résisté au traitement, et se manifeste au
travers de translocations et mutations présentes chez celles-ci. L'investigation des transcrits
anormaux (PML-RARa pour les APL par exemple) se fait en routine par PCR quantitative, mais
aussi par cytométrie en flux multi-couleurs. Détecter une MRD est associé a un taux de rechute
élevé. Une rechute est diagnostiquée lorsque I'on observe a nouveau plus de 5% de blastes
dans la moelle osseuse. Bien qu'une seconde rémission soit possible, la rechute représente la
premiere cause de décés par la maladie. Pour la prévenir, une thérapie de consolidation est
mise en place, son but est de prolonger la rémission, la probabilité d'une rechute diminuant au
fil des années lorsque cet état est maintenu’®. Pour assurer le maintien de cette phase de
rémission, il y a I'option de poursuite du traitement initial. Une formulation orale de I'azacitidine
(CC-486) est dailleurs désormais accessible pour cette phase de maintenance'®. Les patients a
risque modéré recourent, si un donneur est trouvé, a une transplantation allogénique de CSH. A
I'issue de celle-ci, un traitement de maintenance est également mis en place pour limiter le

risque de rechute'®.

2. Ciblage de protéines mutées

Les caractéristiques hétérogénes de la maladie ont motivé, ces dernieres années, le

développement de traitements davantage spécifiques que systémiques.

Les mutations récurrentes mentionnées précédemment sont des cibles privilégiées des
nouvelles formes de thérapie. Il a par exemple été montré que les inhibiteurs d'IDH1/2
induisaient la différenciation des cellules malignes chez 10 a 20% des patients. Des inhibiteurs
de FLT3 sont également en essais cliniques depuis de nombreuses années, ils consistent
globalement en des inhibiteurs se fixant au récepteur pour tenter de diminuer la signalisation
en découlant. Des inhibiteurs de KRAS et NRAS sembleraient sensibiliser aux 2 catégories de

traitements précédentes’®.
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3. Ciblage de la voie apoptotique

La voie apoptotique, a laquelle les cellules leucémiques parviennent a échapper, est
également une cible de choix. Les protéines BCL2 et MCL1 sont des protéines anti-
apoptotiques fréquemment surexprimées dans les LAM et dont l'inhibition fait I'objet d'études

cliniques™®.

4. Thérapies immunitaires

a. Anticorps monoclonaux

Des anticorps monoclonaux, dirigés contre les antigénes tumoraux désirés, sont produits in
vitro, puis utilisés comme vecteurs. Couplés a des composés chimiques ou des toxines, ou bien
radiomarqués (par des radionucléides, particules a ou B), ils permettent la délivrance du

composé au cellules leucémiques ou leur irradiation'.

Des anticorps bispécifiques sont en voie de développement : ils allient le réle de vecteur et de
modulateur de I'immunité. lls possedent deux régions variables : I'une fixant la sous-unité CD3-
€ d'un récepteur de cellules T, et l'autre dirigée vers un antigéne a la surface des cellules
leucémiques. lls rapprochent les lymphocytes T des cellules cancéreuses pour faciliter leur
élimination, via I'établissement entre eux d'une synapse cytolytique conduisant a la lyse.

Plusieurs variantes, parmi lesquelles DARTSs, BiKEs et TriKEs, sont en essais cliniques'?’.

b. Réactivation du systéme immunitaire

La résistance des cellules leucémiques aux thérapies conventionnelles pourrait étre
favorisée par leur échappement au systéme immunitaire. Elles parviennent notamment a cet
échappement en surexprimant des protéines inhibitrices de I'activation des lymphocytes (CTLA-
4 et PD1 notamment), constituant des « points de contréles immunitaires ». Sur le long terme, le
systtme immunitaire finit par s'épuiser face a la persistance dantigénes tumoraux.
L'immunothérapie s'illustre par la stimulation/réactivation du systeme immunitaire. A ses
prémices, elle consistait simplement en I'apport d'interleukine-2 (IL-2) et d'interféron-Y (IFN-Y),

stimulant respectivement les lymphocytes infiltrant les tumeurs et les cellules dendritiques'®.
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Figure 13. Apercu des approches immunothérapeutiques.

Vue d'ensemble non exhaustive des approches immunothérapeutiques mises en oceuvre pour
traiter les leucémies aigués myéloides (LAM), en complément d'une chimiothérapie
conventionnelle. PD-1/PD-L1 : programmed cell-death protein-1/programmed cell-death
ligand); CTLA-4 : cytotoxic T-lymphocyte associated protein 4; TGFB : Transforming Growth
Factor-B; IL : Interleukin; MDSC : Myeloid-derived suppressor cells; NK-cell : Natural Killer cell.
Figure adaptée de Sendker et. al, 2021.
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Afin d'éviter d'atteindre |'état d'épuisement immunitaire, il est a I'heure actuelle possible d'agir
sur les points de contréle immunitaires. Les traitements les plus utilisés sont ceux associant a la
chimiothérapie I'administration d'anticorps ciblant les protéines CTLA-4 ou PD-1, pour maintenir
I'activation des lymphocytes T. CD47 est également une cible étudiée, puisque sa surexpression

permet aux cellules leucémiques d'échapper a la phagocytose par les macrophages'® .

La vaccination thérapeutique a pour but d'induire une réponse humorale et cellulaire, dirigée
contre les antigénes associés aux tumeurs (TAA), en activant des lymphocytes T spécifiques. Les
TAA ciblés doivent (i) étre fortement exprimés sur les cellules/blastes leucémiques en
comparaison avec les autres tissus, (ii) jouer un role pivot dans la survie de la cellule
leucémique, (iii) induire une forte réponse CD4 et CD8. Les 2 catégories principales de vaccins
sont basées sur l'injection de peptides (WT1 / PR-1 et PR3 / PRAME / RHAMM) ou sur l'infusion

de cellules dendritiques pré-activées in vitro par des antigénes tumoraux'®.

Les thérapies cellulaires se basent sur l'injection de cellules T et NK adoptives, mais aussi sur
I'exposition a des cytokines augmentant la cytotoxicité des cellules NK (IL-2, -12, -15 et -18).
L'administration d'agents hypométhylants augmentent également la réponse immunitaire'”.
Aussi, les cellules T peuvent étre modifiées génétiquement pour exprimer des récepteurs (CAR :
Chimeric Antigen Receptor) les redirigeant contre les cellules leucémiques, et ne nécessitant
pas les prérequis d'activation habituels. Enfin, des virus oncolytiques sont utilisés pour lyser les
cellules leucémiques et induire la production de DAMPs (damage-associated molecular

patterns). (Figure 13)

5. Radiothérapie externe

Un traitement par rayon X peut étre mis en place, afin d’éliminer les cellules qui se sont
disséminées en dehors de la moelle osseuse et du sang circulant. Certaines parviennent en effet
a se loger dans le cerveau, le liquide spinal, les testicules... Sa visée peut aussi étre palliative,

afin de réduire les douleurs osseuses ou soulager I'hyperplasie hépatique et splénique.
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Double hélice d’ADN (2,5nm)

Structure en « perles sur
un fil » (11nm)

Fibre de chromatine (30nm)

Chromonéma (120nm)

Chromosome (1400nm)

Figure 14. Organisation de la chromatine.

L'ADN est une double hélice de brins antiparalleles formés de bases puriques (A/G) et
pyrimidiques (T/G), attachées a un squelette phosphate-sucre. L'ADN enroulé sur les
nucléosomes forme une structure dite en « perles sur un fil », qui s'organise en une fibre de
30nm, puis en chromonéma de 120nm, en chromatine de 300-700nm, avant de former le

chromosome. Figure adaptée de Studywrap.com.
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Chapitre 3

. ¢

Notions d'epigénétique

La chromatine est un complexe associant acides désoxyribonucléiques (ADN), protéines
et acides ribonucléiques (ARN). Elle se trouve dans un état plus ou moins compacté, lui
permettant de faire tenir ses 2 meétres approximatifs de longueur dans un noyau cellulaire d’en
moyenne 6uM. L'unité de base de la compaction de la chromatine est le nucléosome, constitué
d’un enroulement de 147 paires de bases d’ADN autour d’'un octamére d’histones. Les histones
sont des protéines trés conservées chez les eucaryotes. Elles se composent de 3 hélices a
connectées par 2 courts repliements. Les protéines chaperonnes empéchent I'agrégation des
histones solubles, les assemblent pour former le nucléosome, et participent au dynamisme de
celui-ci"°. Les histones comportent beaucoup d‘arginines et lysines, ce qui les charge fortement
positivement et leur garantit une interaction stable avec '’'ADN, chargé négativement. Tous les 6
nucléosomes (environ Tkb d’ADN), la structure effectue un tour complet de rotation autour d'un
axe, ce qui crée une structure en solénoide de 30nm de diametre. Cette fibre s’organise en

chromonéma puis en chromatine'"""'? (Figure 14).

La compaction de la chromatine n’a pas qu’un réle structural, il est aussi transcriptionnel : le
nucléosome impose en effet une barriére physique aux facteurs de transcription (FTs) et
enzymes. La chromatine se doit de rester flexible et dynamique pour répondre aux besoins
transcriptionnels en temps réel. La régulation de la transcription se fait ainsi par une action
synergique de FTs, de la machinerie transcriptionnelle, de remodeleurs de la chromatine et de

modifications d’histones.

-56 -



Bofte & outils
épigénétiques

& a

Writers ) 51
: Q Readers ,1« Erasers
“ DNMT Y MeD g HDM
W HmT @ Tudor O Hpac
W HaT 0 rro

u Chromodomaine

Bromodomaine

Les Erasers enlévent les modifications
introduites par les Writers

Les Writers infroduisent des modifications Les Readlers se fixent aux modifications
sur I'ADN et les queues d'histones

via des domaines spécialisés

@ 2 @ (O —1 @

A ——p Méthylation A —p Acétylation —p 5-méthylcytosine

Figure 15. Writers, Readers et Erasers.

DNMT : DNA-Methyltransferase; HMT : Histone-Lysine-Methyltransferase; HAT : Histone

Acetyltransferase; MBD : Methyl-Binding Domain; PHD : Plant Homeodomain; HDM : Histone
Demethylase; HDAC : Histone Deacetylase. Figure adaptée de Biswas et. al, 2018.
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l. Régulation épigénétique de la transcription

La transcription est le processus de formation d’ARN messager (ARNm) a partir d’ADN.
L'’ARNm exporté dans le cytoplasme est ensuite traduit en protéines, qui exercent diverses
fonctions biologiques. Le contréle de la transcription est le premier niveau de régulation
d'expression d'un gene. La complexité d'un organisme est d'ailleurs davantage reflétée par la
variété de ses mécanismes de régulation de |'expression génique, que par son nombre de
genes. La transcription implique la participation d’ARN polymérases, de FTs a I'action activatrice
ou inhibitrice, et d'enzymes de modification des nucléosomes. Pour qu'un promoteur soit

accessible aux FTs et a la machinerie transcriptionnelle, la chromatine doit étre décompactée.

Alors que la génétique étudie I'hérédité des séquences d’ADN et de leurs altérations,
I'épigénétique s'intéresse aux changements n'impliquant pas de modification de la séquence
génique elle-méme, mais sa disponibilité pour la machinerie de transcription. L'épigénome
comprend I'ensemble des modifications covalentes réversibles au niveau des nucléotides ou
des histones, susceptibles d’entrainer une reprogrammation de la cellule sans altérer la
séquence génomique. Ces modifications médient une diversité dans les profils d'expression, et
sont mitotiquement et méiotiquement héritables. Trois mécanismes épigénétiques dynamiques
et régulés sont répertoriés : la méthylation de I’ADN, les modifications post-transcriptionnelles
des histones et la régulation par des ARNs non codants. Ci-dessous seront désignés de
« writers » les acteurs introduisant les modifications épigénétiques, de « readers » ceux capables

de les identifier et les interpréter, et d « erasers » ceux les supprimant (Figure 15).

A. Mécanismes épigénétiques

1. Méthylation de 'ADN
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Figure 16. La méthylation de I'ADN.

(A) La méthylation de I'’ADN est catalysée par des méthyltransférases de '’'ADN (DNMT), a partir
de S-adénosyle-méthionine (SAM), qui sert de source de méthyle et est transformé en S-
adénosyle homocystéine (SAH). La déméthylation active de I’ADN est catalysée par la famille de
protéines dioxygénases TET (Ten-eleven Translocation). Les protéines TET oxydent le 5mc en 5-
hydroxy-methylcytosine (5hmc), a partir d’a-kétoglutarate ( « -KG), et produisent du succinate.
(B) Les protéines dotées d'une capacité de fixation aux CpG méthylés (readers) sont classifiées
en 3 familles, selon le domaine fonctionnel qu'elles utilisent pour cette interaction. Figure
extraite de Mahmood et. al, 2019.
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La méthylation de I'ADN consiste en I'ajout d'un groupement méthyl sur le 5¢ carbone
d'une cytosine (C). Le processus est catalysé par deux types de DNA-methyltransferases
(DNMTs, les writers). Les méthylations de novo, sur de I'’ADN nu, sont introduites par DNMT3A
et DNMT3B, avec l'assistance de DNMT3L"'*"4 La maintenance des méthylations préexistantes
est assurée par DNMT1 qui, lors de la réplication et de la réparation de ’ADN, reproduit le motif
de méthylation du brin parental sur le brin néosynthétisé'”. La déméthylation de I'ADN peut
étre passive, a l'issue de la réplication en cas d'absence ou dysfonction de DNMT1, ou active via

différents processus enzymatiques impliquant les protéines TET''¢"'® (Figure 16A).

Les cytosines méthylées sont classiquement celles des dinucléotides 5'-C-phosphate-G-3'
(CpG), que l'on retrouve abondamment dans le génome. 60 a 80% d’entre eux sont méthylés™"?.
On les retrouve au niveau de séquences répétées, et des régions intra- et intergéniques. L3, leur
méthylation restreint l'accessibilité de la chromatine, et permet la répression de
rétrotransposons, la prévention de transcription cryptique, et régule la fixation de FTs. Elle
réprime donc, en d'autres termes, I'expression d'éléments potentiellement déléteres''?. 70%
des promoteurs contiennent des régions abondantes en dinucléotides CpG, appelées « ilots
CpG ». Elles sont typiquement dépourvues de méthylation, et situées a proximité du site
d'initiation de la transcription (TSS). Ces domaines conservés au cours de |'évolution semblent
favoriser I'accessibilité de la chromatine et la fixation de FTs. La méthylation des ilots CpG réduit
I'interaction de I'ADN avec les FTs et la machinerie transcriptionnelle, ou bien recrute des
protéines capables de s'y fixer. Les readers de la méthylation de I'’ADN, appelés Methyl-binding
proteins (MBP), se répartissent en 3 familles, en fonction du domaine fonctionnel de liaison a
I'ADN méthylé qu'ils possédent (Figure 16B). Ces protéines vont a leur tour recruter des

complexes de remodelage de la chromatine, pour restreindre son accessibilité localement'??124,
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Figure 17. Modifications post-traductionnelles des histones.
(A) Organisation d'un nucléosome. (B) L'acétylation des histones est catalysée par des histone-

acétyltransférases (HAT), a partir d'acétyl-CoA, et produit du CoA. Leur désacétylation fait
classiquement intervenir des histone-désacétylases (HDAC) de classe | et Il. (C) La méthylation
des histones est catalysée par des histone-méthyltransférases (HMT). Leur déméthylation peut
étre médiée par la déméthylase-1 spécifique des lysines (LSD1), a partir de flavine-adénine-
dinucléotide (FAD), ou par la déméthylase Jumonji C domain (JmJC) a partir d'a-kétoglutarate
(a-KG) et produisant du succinate. (D) Localisation préférentielle des modifications post-
traductionnelles des histones les plus répandues : H3K27ac, H3K4me3, H3K27me3 (Heintzman
2007). Figures adaptées de Birch et. al, 2020, Héloise Newman (Behance).

-61-



2. Modifications post-traductionnelles des histones

L'extrémité N-terminale des histones est non structurée et dépasse du nucléosome ; elle
est sujette a des modifications post-traductionnelles (Figure 17A). Ces modifications ouvrent la
chromatine et/ou recrutent des effecteurs : elles servent de plateforme pour les readers, et/ou
modulent la force des interactions entre I'’ADN et |'octamére d’histones en altérant leur charge.
Ces modifications sont souvent réversibles, mais capables d'étre maintenues au cours des
divisions cellulaires. En fonction des types de modifications et de leur combinaison, elles
activent ou inhibent la transcription. Les plus fréquentes sont les acétylations et méthylations,

elles s'appliquent principalement au niveau de résidus lysine (K) et arginine (R)'%.

a. Acétylation des histones

L'acétylation des histones consiste en l'ajout d'un groupe acétyle (Ac) par une histone
acetyltransferase (HAT) a partir d'acétylcoenzyme A, le plus souvent au niveau d'une lysine. Elle
neutralise les charges positives des lysines et donc de I'histone, ce qui réduit son affinité avec
I'’ADN et décompacte la chromatine : ces modifications sont associées a une activation de la
transcription. L'histone H3 est par exemple hyperacétylée dans les régions fortement transcrites
du génome, et est a l'inverse hypoacétylée dans des régions silencieuses comme les télomeres.
Le processus est inversé par des histones-deacetylases (HDACs). L'acétylation est reconnue par
des protéines dotées d'un bromodomaine extra-terminal (BET) ou de tandem PHD finger'?¢'?’

(Figure 17B).

b. Méthylation des histones

La méthylation consiste en I'addition d'un ou plusieurs groupe(s) méthyle(s). Elle est
catalysée par une histone methyltransferase (HMT) qui utilise de la S-adénosyl méthionine (SAM)
comme substrat pour transférer le groupe méthyle sur les résidus lysine des queues d’histones.
Le processus s'effectue le plus souvent sur des lysines de I'histone H3 ou H4, et consiste en des
mono-, di- ou triméthylations. Selon le résidu d'acide aminé modifié, I'action est activatrice ou
répressive sur la transcription. Une abondance de modifications H3K27me3 dans une région
codante ou au niveau d'enhancers est par exemple corrélée a une répression de la
transcription. Ces marques trés répandues sont mises en place spécifiquement par la

méthyltransférase PRC2, et s'organisent en domaines étendus'®. A l'inverse, H3K4me3 est
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enrichie de fagon canonique au niveau du promoteur et d’enhancers de génes activement
transcrits. Tous les promoteurs dotés d'illots CpG présentent ces marques, leur abondance étant
corrélée a lactivité du gene'”.

méthyltransférases distinctes (SETD1A, SETD1B, MLL1, MLL2, MLL3, MLL4). De maniere plus

L'apposition de cette marque peut se faire par 6

générale, les méthylations des H3K4, H3K36 et H3K79 sont considérées comme activatrices de
I'expression des genes, celles touchant H3K27, H3K9 et H4K20 sont a l'inverse connues pour
inhiber I'expression des genes. Ces modifications ne sont pas exclusives : certains domaines
sont bi ou trivalents, et des marques peuvent cohabiter au sein d'un méme loci. La méthylation
des histones est reconnue par une longue liste de domaines, qui ne cesse de croitre, parmi
lesquels chromo-, tudor-, double/tandem tudor- ou encore PHD domains'?. Celle-ci est effacée

par des déméthylases'*® (Figure 17C&D).

3. Interactions entre ces mécanismes

a. Co-occurrences et exclusions

Il existe une certaine interdépendance entre les modifications épigénétiques : la
présence de certaines peut stimuler la mise en place, le renforcement ou la maintenance de
motifs, ou au contraire l'inhiber. Le phénomeéne de rétroaction positive s'illustre par exemple
par la forte corrélation observée entre la méthylation des histones et celle de 'ADN : en
présence de méthylation sur H3K9, une méthylation de I’ADN se met en place pour renforcer la
compaction de la chromatine et limiter la transcription, cela au niveau d'éléments répétés et de
rétrotransposons’®. Autre exemple, la présence de marques H3K4me3 semblerait favoriser le
recrutement de HATSs, expliquant sa cohabitation avec les marques H3K27ac™"32,

A l'inverse, la présence de méthylations sur H3K4, au niveau de promoteurs actifs, endigue
I'apposition de méthylation de novo sur les CpG'*. Ces mémes marques empéchent également
I'apposition de triméthylation sur H3K27, en inhibant I'activité du writer de cette modification
(PRC2)™**. Cette observation se corréle a I'exclusion mutuelle entre marques H3K27me3 d'une
part et H3K4me3 et H3K27ac qui cohabitent d'autre part. Aussi, bien que toutes deux
répressives, la méthylation de I'’ADN et de H3K27 s’excluent mutuellement au niveau des filots
CpGBS.
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b. Notion de bivalence

Malgré ces phénomeénes de co-occurrences et exclusions mutuelles, il n'est pas rare que
des marques « contradictoires » occupent transitoirement un méme promoteur. C'est le cas des
genes développementaux dotés d'un promoteur bivalent, préts a étre rapidement activés ou
réprimés, pour assurer une réponse transcriptionnelle efficace’¢'®, Lors du développement de
I"épithélium intestinal, on observe par exemple la cohabitation des marques H3K4me3 et
H3K27me3 au niveau du promoteur du gene Cdx2, lui permettant cette bivalence. L'activation

d’AMPK favorise la prédominance des marques activatrices H3K4me3, et donc I'expression de

Cdx2'¥.

B. Dynamisme de la chromatine

1. Remodelage des nucléosomes

La densité et la position des nucléosomes influencent l'acceés a la chromatine des FTs et
de la machinerie transcriptionnelle''*'. Les promoteurs forts ont ainsi tendance a se localiser
au niveau de régions ou la densité des nucléosomes est faible, et leur turnover important. La
plupart des FTs ne se fixent qu’a de I'ADN nu, a l'exception des FTs dits « pionniers »,
classiquement des régulateurs développementaux, dont la seule fixation au niveau d’ADN
nucléosomal compacté suffit a initier des événements transcriptionnels'?. Pour accéder a I'’ADN

nucléosomal, les FTs conventionnels ont besoin d'un remodelage préalable.

Les remodeleurs de la chromatine, répartis-en 4 sous-familles, catalysent des réactions de
restructuration des nucléosomes. Ils consistent en des translocases d’ADN qui interrompent le
contact de I'ADN avec les histones, sous I'impulsion d'une hydrolyse d’ATP (activité ATPase). Le

remodelage consiste en des coulissements, espacements, échanges ou évictions d’histones’.
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Figure 18. Concept d'enhancer et de super-enhancer.

(A) Les enhancers sont des éléments régulateurs situés a distance des sites d'initiation de la
transcription (TSS) des genes qu'ils régulent. (B) Les super-enhancers sont des regroupements

d’enhancers espacés d’au maximum 12,5kb. Figure de Jia et. al, 2019.
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2. Notion d’enhancer

Les enhancers sont décrits comme des éléments qui augmentent la transcription d'un
gene donné, indistinctement de leur orientation respective et de leur distance génomique. Ils
mesurent 200 a 1500pb, et se rapprochent de leur cible grace a un mécanisme de repliement
de la chromatine décrit ultérieurement. Enhancers et promoteurs partagent certains motifs au
niveau de leur séquence, un environnement chromatinien et une activité similaire rendant leur
distinction complexe. Comme les promoteurs, les enhancers actifs sont ainsi fixés de facon
coordonnée et dépendante du contexte cellulaire par des FTs, qui recrutent la machinerie
nécessaire au remodelage de la chromatine (modificateurs d’histones, ...) et a I'amorce de la
transcription (protéines du complexe d'initiation de la transcription, ...)"**'*. Les super-
enhancers sont des clusters d’enhancers, ils different en taille, densité de FTs, et capacité a

activer la transcription'*'* (Figure 18).

Les enhancers sont particulierement requis en contexte de régulation complexe, de par leur
capacité a contrdler la transcription de maniere spatio-temporelle et spécifique par rapport a un
stimulus, a un type cellulaire ou a un état développemental. Les interactions enhancer-
promoteur sont hautement spécifiques des types cellulaires. Elles sont trés dynamiques et

corrélées aux profils d'expression génique spécifiques des types cellulaires™” 48,

Les enhancers peuvent étre transcrits en ARN non codants (eRNA). Ces derniers sont
relativement courts (50-2000 nucléotides) et transcrits bi-directionnellement. On leur attribue un

réle dans la stabilisation de la fixation des FTs, et dans les repliements de la chromatine 1>,

3. Organisation tridimensionnelle et topologique

a. Que sont les domaines d'associations topologiques (TADs) ?

A plus grande échelle, celle du chromosome, la chromatine s'organise en domaines
d'«interactions  chromatiniennes  préférentielles », appelés domaines d'associations
topologiques (TADs). Ces domaines sont stables a travers les divisions, relativement invariants
entre les types cellulaires, et conservés évolutionnellement. Ils mesurent en moyenne
185kb, mais cette longueur oscille en réalité entre 40kb et des millions de bases de longueur.

Ce sont des unités structurales et fonctionnelles, enrichies en génes actifs'™’.
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Figure 19. Organisation tridimensionnelle de la chromatine.

(A) Schéma d'une interaction enhancer-promoteur par repliement de la chromatine. (B)
L'extrusion de la chromatine fait intervenir la cohésine et les protéines CTCF comme effecteurs
de la formation des boucles d'interaction. Selon ce modéle, une boucle d’ADN franchit 'anneau
formé par la cohésine, puis se déverse a travers jusqu'a ce que des protéines CTCF
convergentes fixées sur la chromatine atteignent cet anneau. Adapté de Dolgin et. al, 2017. (C)
Au sein d'un méme TAD, un enhancer peut réguler I'expression de plusieurs génes de maniére
coordonnée. Un enhancer ne peut cependant influencer la régulation que des promoteurs
appartement a la méme unité génomique. (D) Les nucléosomes constituent le premier degré
d'organisation de la chromatine, suivi de la ségrégation entre TADs, puis entre régions
intrachromosomiques, et enfin la chromatine est ségrégée entre compartiments actifs et inactifs
a I'échelle du noyau. Figure adaptée de Sexon et. al, 2015.
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b. Structure des TADs

Les extrémités des TADs, qui sont plus ou moins nettes, se caractérisent par la présence
a minima de complexes cohésines et -moins systématiquement- de protéines insulatrices
CCCTC-binding factor (CTCF) (Figure 19A). Le complexe cohésine est constitué de 4 sous-
unités : RAD21, SMC1, SMC3 et STAG1 ou STAGZ2. Il est trés conservé et est capable de lier 2
segments d’ADN via sa structure annulaire. Il est notamment connu pour maintenir les
chromatides sceurs apreés la réplication de I'ADN, en attendant leur ségrégation entre les
cellules filles'2. CTCF est la principale protéine insulatrice décrite chez les vertébrés. C'est une
protéine contenant un motif d'interaction avec I'ADN a 11 doigts de zinc'™3. Elle est
classiquement impliquée dans la liaison des chromatides sceurs lors de la mitose, de la méiose,
et de la réparation par recombinaison homologue. Il a été observé que plus il y avait de fixation
de CTCF, plus stable était le TAD. CTCF fait office d'isolateur entre 2 TADs, et empéche leur
fusion. La déplétion de CTCF entraine ainsi des interactions avec les TADs voisins™*. Les deux
frontiéres d'un TAD présentent des motifs de fixation de CTCF (5'-CCACNAGGTGGCAG-3')
chacun dans 2 orientations possibles, mais trés souvent convergentes'. Un TAD contient une
boucle de chromatine, formée par une extrusion de la chromatine a travers le complexe
cohésine. La boucle s'étirerait jusqu’a ce que la cohésine rencontre les CTCF fixés au niveau de

leurs sites’*'’” (Figure 19B).

c. Fonctions des TADs

Tout d'abord considérée comme une simple unité de repliement du chromosome, cette
partition de la chromatine génere en fait des subdivisions fonctionnelles du génome. Au niveau
de ces domaines, les régions génomiques présentent une fréquence d'interaction entre elles
plus importante que la moyenne. Une de leurs fonctions principales est de contraindre les
interactions enhancer-promoteur a l'intérieur d'un méme TAD, et de bloquer celles avec des
éléments extérieurs voisins. Au-dela de la chromatine, les TADs structurent ainsi également les
interactions entre génes et régulateurs. Aussi, enhancers et promoteurs a proximité partagent
les FTs, permettant une régulation coordonnée des génes'®. Les TADs divisent ainsi le génome

en unités génomiques insulaires, régulées de maniére « autonome »'*? (Figure 19C).
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Ce n'est pas nouveau de conférer une relation spatiale aux génes. De maniére générale, la
répartition de la chromatine dans le noyau est déja corrélée avec son statut transcriptionnel : les
régions actives sont plus souvent vers l'intérieur et les régions réprimées vers la périphérie'®. Et
a plus grande échelle, les chromosomes se répartissent également dans des territoires

distincts'®' (Figure 19D).

Il. Epigénétique et leucémie aigué myéloide

La dérégulation épigénétique, plus fréquente chez l'adulte et corrélée avec I'dge, est
maintenant reconnue comme un mécanisme contribuant activement a la pathogenése des
hémopathies. Les génes régulant les mécanismes épigénétiques sont parmi les plus
fréquemment mutés dans ces pathologies. Plus de 70% des patients porteurs d’AML présentent

des mutations dans des génes liés a la méthylation de I'ADN ou l'acétylation des histones'®?.

A. Hématopoiese physiologique

Le paysage chromatinien joue un roéle décisif des le début du processus
hématopoiétique'. Une réorganisation dynamique de la chromatine prédispose a
I'engagement envers un lignage donné, en facilitant les programmes transcriptionnels associés.
Les CSH exprimant le géne SATB1 (AT-rich sequence-binding protein 1), acteur des complexes
de remodelage de la chromatine, s'engagent par exemple préférentiellement vers le lignage
lymphoide. DNMT1 semble également favoriser cette orientation, puisque sa perte
d'expression dans les CSH prédispose a un engagement érythroide et myéloide, et
s'accompagne d'une diminution des populations lymphoides. La perte d'expression de
DNMT3A déclenche quant a elle des programmes de différenciation érythroide, en augmentant
I'accessibilité de sites de fixation de facteurs de différenciation érythroide clés (KIf1, Gatal,

Tal1)é4.

Deux modéles s'opposent quant a l'implication de la régulation épigénétique. Le modeéle
« permissif » suppose que les CSH possédent une permissivité / facilité d’'engagement envers

un type cellulaire. Il sappuie sur I'observation que les sites de fixation de FTs spécifiques d'un

-69 -



lignage sont d’emblée davantage accessibles dans les CSH qui évolueront vers ce lignage. Le
modele « instructif » propose a l'inverse une activation progressive des génes spécifiques des
différents lignages. Cette hypothése est supportée par le fait que certaines régions génomiques
gagnent en accessibilité au cours de la différenciation. On considéere a I'heure actuelle que ces

2 mécanismes influencent conjointement le devenir des CSH'*.

Autre phénomene supportant cette théorie : Alors que les progéniteurs CD34+ présentent une
chromatine dépourvue de marques répressives H3K27me3, on observe pendant la spécification
des lignages une accumulation massive de celles-ci. Ces marques répressives vont néanmoins
étre perdues ponctuellement au contact de cytokines, et I'accessibilité nouvellement acquise de

la chromatine y permettrait le recrutement de facteurs spécifiques de lignées®'¢,

B. Mécanismes perturbés

Les lésions de I'épigénome sont variées : motifs anormaux de méthylation de I'ADN,
perturbation des modifications d'histones, altération de l'organisation de la chromatine... Un
nombre croissant d'entre elles sont associées aux LAM, et portent atteinte a des facteurs
essentiels a 'hématopoiése. Les mutations dans des génes comme DNMT3A, TET1, TET2, IDH2,
et ASXL1, mentionnées dans le chapitre précédent, sont des événements précoces dans la

leucémogeneése'’®’.

1. Méthylation de 'ADN

Les cancers dans leur ensemble sont associés a une hypométhylation générale : la
déméthylation contribue a l'instabilité génomique, puisque I'exposition de séquences répétées
prédispose a la recombinaison, et augmente les aneuploidies. Elle s'accompagne d'une
activation de la transcription notamment au niveau d'éléments répétés ou transposables, et
d'oncogénes’®. Cette perte de méthylation peut s'expliquer par une perte de fonction de
DNMTs. L'exemple typique est celui de DNMT3A, principale responsable de la méthylation
dans le compartiment hématopoiétique, qui se retrouvée muté dans 30% des LAM. La mutation

a classiquement lieu dans son domaine catalytique, au niveau du résidu R882. La protéine
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mutante agit comme un dominant négatif, qui antagonise la tétramérisation de I'enzyme et
réduit son activité méthyltransférase de prés de 80%'%’. Il s'agirait d'un événement précoce de
la leucémogenése, privilégiant 'autorenouvellement des CSH et donc leur expansion'? On
constate aussi une hyperméthylation locale des flots CpG au niveau du promoteur de génes
suppresseurs de tumeurs'""7?, 'hyperméthylation est courante dans les LAM, en comparaison
avec les cellules hématopoiétiques saines, mais pas toutes ne contribuent a la leucémogenese.
La perte de fonction de TET2, par décalage du cadre de lecture ou mutations non-sens, dans 9-
23% des LAM en est un exemple. Elle perturbe la différenciation et augmente
I'autorenouvellement des CSH et progéniteurs, mais ne suffit pas a elle seule pour induire une
transformation leucémique'”®. On observe également des mutations mutuellement exclusives
affectant IDH1 ou IDH2 dans 17% des LAM. Puisque ces enzymes inhibent l'activité de TET2,
leur régulation a la hausse résulte également en une hyperméthylation, qui bloque la

différenciation'’?174,

2. Moadifications d’histones

La méthylation des histones peut étre perturbée par des mutations dans les writers. On
retrouve parmi les plus notables, des mutations touchant les membres des complexes PcG, et
plus particulierement EZH2'">. Sa perte de fonction, de mauvais pronostic, diminue I'apposition
de marques H3K27me3 et conduit notamment a une régulation a la hausse des génes Hox'’®.
Un exemple emblématique est également le géne MLL, fréquemment muté par des
duplications en tandem ou des réarrangements chromosomiques. De ses nombreuses fusions -
on lui dénombre pres de 70 partenaires- résulte une perte de son domaine SET a activité
méthyltransférase. Ses variants chimériques soutiennent la leucémogeneése par la dérégulation
transcriptionnelle de ses cibles, parmi lesquelles MEISTet HOXA?Y, dont il est en charge du

maintien d'expression’’”178,

Des altérations génétiques peuvent aussi conduire au recrutement anormal de modificateurs
d’'histones. La fusion AML1-ETO induit par exemple le recrutement d'un complexe contenant
une HDAC au lieu d'une HAT au niveau du promoteur de génes comme IL3, GM-CSF ou MPO,

réprimant leur transcription, et la différenciation myéloide'”’.
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Figure 20. Perturbation des TADs

(A) Activation oncogénique par perte de frontieres entre 2 TADs. Un nouveau TAD se créé et
permet au enhancer de I'un d'interagir de maniére aberrante avec un géne de l'autre. (B)
Activation oncogénique par réarrangement de TADs. L'interversion de 2 fractions de TADs crée
2 TADs chimériques Le géne du premier n'est plus exprimé, tandis que I'oncogéne du second
est maintenant exprimé par |'activation du enhancer relocalisé. Figures adaptées de Valton et.

al, 2016.
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3. Organisation de la chromatine

La perte de remodeleurs des nucléosomes a un impact inévitable sur I'hématopoiése,
puisque l'accessibilité de la chromatine définit les programmes transcriptionnels des

progéniteurs hématopoiétiques'®.

Concernant les enhancers, I'augmentation de leur nombre de copies est un mécanisme
classique d’activation oncogénique, impliqué par exemple lors de la surexpression du gene
MYC dans 3% des LAM™'. Des mutations somatiques ponctuelles peuvent également y
perturber la fixation des FTs, dans les LLC I'expression du géne PAX5 est par exemple diminuée
a la suite de mutations dans I'un de ses enhancers'®. Aussi, ils peuvent au méme titre que les
promoteurs étre touchés par le dépot erroné de modifications épigénétiques, qui modifient

4183

leur accessibilité'®. La méthylation des enhancers peut d'ailleurs servir de biomarqueur de

réponse au traitement, et d'outils diagnostic'®.

La structure et les constituants des TADs sont aussi sujets a des anomalies en contexte de LAM.
L'interruption de TADs peut causer |'activation d'oncogénes. Elle se produit soit par altération
de leurs frontiéres, via par exemple une méthylation excessive aberrante a leur niveau, soit par
des réarrangements chromosomiques, comme par exemple une inversion ou une délétion.
Dans certaines LAL-B, le proto-oncogene FLT3 se retrouve par exemple surexprimé a la suite de
délétions ciblant le locus 13g12.2, qui conduisent a l'interruption d'un TAD et modifient les
interaction promoteur-enhancers de la région: on parle de « détournement d'enhancer »'®
(Figure 20). Aussi, les mutations affectant le complexe cohésine constituent une nouvelle classe
de mutations drivers'®. Elles semblent intervenir précocement dans la pathogenese, et
contribuer a I'aggravation des SMDs. Toutes les sous-unités du complexe peuvent étre mutées

87 Enfin, on observe une hausse de

de maniere exclusive, STAG2 étant la cible la plus fréquente
fixation de CTCF sur la chromatine, dans les LAM, inversement corrélée a la méthylation de

I’ADN'¢8,
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C. Thérapies épigénétiques pour LAM

Les modifications épigénétiques étant dynamiques et réversibles, elles constituent des
cibles thérapeutiques intéressantes. Les cibles les plus prometteuses sont la méthylation de
I'’ADN et la désacétylation des histones. Les inhibiteurs utilisés, en monothérapie ou
thérapie combinée, visent a induire la différenciation, 'apoptose, l'inhibition de croissance,

I'arrét du cycle cellulaire et la mort cellulaire'®.

1. Inhibiteurs de méthyltransférase de 'ADN

L'inhibition des DNMTs se fait via I'utilisation d’agents hypométhylants (HMAs) comme
I'azacitidine et la décitabine d'ores et déja approuvés cliniquement. L'azacitidine s'incorpore a
I’ARN, la décitabine a I'ADN, et tout deux entrainent la dégradation des DNMTs, et donc une
hypométhylation de I'ADN. Les inhibiteurs de DNMTs (DNMTis) ont pour but principal de
restaurer I'expression de génes passés sous silence, mais ils stimulent également une réaction
immunitaire anti-leucémique suite aux dommages qu'ils causent a I'ADN, et a |'expression
d'antigenes associés aux tumeurs qu'ils induisent. Aussi, puisque |'azacitidine phosphorylée a
tendance a se maintenir dans I'ARN, elle perturbe la synthése protéique et induit 'apoptose®’.
Le traitement est cytotoxique a forte dose, de nouvelles molécules sont en développement pour

y pallier, comme par exemple une version orale des composés'®.

Les DNMTs sont des cibles intéressantes car I'hypométhylation favorise I'apoptose des cellules
cancéreuses, tout en restant surmontable pour les cellules saines. La piste est d’'autant plus

pertinente que la méthylation semble jouer un réle important dans I'évolution de MDS en LAM.

2. Inhibiteurs d’acétylases

Les inhibiteurs d’'HDACs (HDACIs) visent a induire une hyperacétylation des régions
réprimées (acétylation globale des histones). Ils induisent un arrét du cycle cellulaire et
I'apoptose. Les HDACIis touchent surtout les marques H2AK%ac, H3K14ac et H3K23ac. Leur
action semble pour l'instant faible dans un contexte de LAM, des combinaisons de molécules
sont en cours d'essai. Ces composés ont également une toxicité sur le long terme non

négligeable du fait de I'hypo- ou hyperacétylation générée'”.
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La combinaison DNMTis et HDACis permet généralement une réexpression de suppresseurs de
tumeur et régulateurs du cycle cellulaire mis sous silence épigénétiquement. Souvent déja
utilisées pour traiter les tumeurs solides, ces nouvelles molécules sont encore au banc d'essai
auprés des patients atteints d'hémopathies. L'obstacle thérapeutique majeur est encore une fois
la non-sélectivité des inhibiteurs. Aussi, |'efficacité des agents seuls, sans chimiothérapie

concomitante, reste limitée...
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Chapitre 4

Le gene homéotique COX2

La recherche d’autres altérations par RNA-seq, WES, CGH-array, a partir de cohortes de
patients, a mené a l'observation d’une expression ectopique du géne CDX2 dans 80% des

leucémies aigués.
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Figure 21. Les génes HOX et ParaHox

(A) Les genes HOX présentent une colinéarité spatiale d’expression : chaque cluster est rangé
sur le chromosome dans le méme ordre que celui de leur zone d'expression le long de I'axe
antéropostérieur. lls présentent également une colinéarité temporelle d’expression : ceux situés
en 5" d'un cluster sont les plus tardifs a s'exprimer. Figure adaptée de Durston et. al, 2011. (B)
Les genes du locus Para-Hox, ici du chromosome 13, présentent également une expression

colinéaire spatiale et temporelle (Brooke et al., 1998).
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l. Cdx2: gene homéotique a homéoboite

A. Origine, structure et fonction

Caractérisés pour la premiére fois chez la Drosophile en 1978, les génes homéotiques
sont en charge de la mise en place du plan d'organisation de l'organisme au cours du
développement embryonnaire. lls spécifient I'identité des différents segments qui composent
I'embryon. L'altération d'un géne homéotique provoque ainsi la transformation partielle ou
totale du ou des segments placés sous son contréle, on parle d'homéose'". Au sein de cette
grande famille se distinguent les génes a homéoboite (homeobox genes). lls se caractérisent
par la présence d'une séquence conservée de 183 nucléotides, codant pour un homéodomaine
de 61 acides aminés. Ce domaine consiste en 3 hélices alpha organisées en une structure
hélice-boucle-hélice, leur permettant d'interagir avec I’ADN au niveau de séquences consensus

riches en nucléotides A et T.

On distingue 2 classes de genes homéotiques chez 'Homme. Présents au nombre de 39 et
répartis-en 4 clusters distincts, les genes homéotiques de classe | sont des facteurs de
transcription, plus connus sous le nom de «génes HOX». Pendant le développement
embryonnaire, leur domaine d'expression restreint le long de I'axe antéro-postérieur confére
une identité positionnelle (Figure 21A). Les génes homéotiques de classe I, facteurs de
transcription également, sont davantage dispersés dans le génome et forment de plus petites
familles. Parmi eux se distingue notamment le cluster ParaHox, localisé chez 'Homme sur le
chromosome 13, composé de GSX7, PDX1 et CDX2'%? (Figure 21B). La similarité de séquence
entre I'ensemble de ces genes homéotiques suggeére que ces clusters résultent de duplications

d'un locus protoHox initial'?%,

B. Caudal Type 2 Homeobox gene 2
Mis en évidence chez la Drosophile par mutagenése aléatoire, le géne Caudal (Cad) est

en charge de la spécification de I'extrémité postérieure de I'embryon, et de l'identité des tissus

qui s'y mettent en place. Son invalidation conduit a une troncation postérieure'”.
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Figure 22. Le facteur de transcription homéotique CDX2

(A) La séquence codant pour le gene CDX2 se compose de 3 exons. Cette représentation
schématique n'est pas a I'échelle. (Yagi et. al, 1999). (B) Le facteur de transcription se compose
de 313 acides aminés, formant un domaine de transactivation (TAD), un signal de localisation
nucléaire (NLS), un homéodomaine (HD), un domaine de stabilisation (SD) et un domaine
d'interaction avec les PBX (PIM). Figure adaptée de Rawat et. al, 2012. (C) Le variant d'épissage
MINI-CDX2 est dépourvu de domaine de transactivation, de par la troncation du Ter exon
(Balbinot et., 2017). Le variant d'épissage CDX2/AS posséde un homéodomaine tronqué, de
par la délétion de 4pb dans le 2e exon, introduisant un décalage du cadre de lecture et

modifiant et tronquant en conséquence la région C-terminale de la protéine (Witek et. al, 2014).
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Chez les mammiféres, le géne Cdx2, « Caudal type homeobox 2 » par homologie de séquence
avec ce géne Caudal, se compose d’environ 7,2kb répartis en 3 exons et 2 introns (Figure 22A).
Une protéine de 313 acides aminés en découle ; elle possede 3 domaines fonctionnels lui
permettant d'exercer sa fonction principale de facteur de transcription. A I'extrémité N-
terminale se trouve son domaine de transactivation qui, pourvu d'un site de phosphorylation,
régule son activité transcriptionnelle. Se présente ensuite I'homéodomaine, riche en
aminoacides basiques, qui assure sa liaison aux promoteurs des génes cibles au niveau de
séquences C/AATAAAA/Y. Un domaine de stabilisation présentant des sites de phosphorylation
occupe l'extrémité C-Terminale ; il régit sa dégradation par le protéasome et donc sa demi-

vie'”® (Figure 22B).

Cdx2 possede 2 variants d'épissage. « Cdx2 A/S » résulte d'un décalage du cadre de lecture et
possede un domaine homéotique tronqué I'empéchant de se lier a 'ADN de ses cibles
transcriptionnelles. Le décalage enrichit par ailleurs son extrémité C-Terminale en résidus sérine

97 Le second,

et arginine, lui permettant une activité d'épissage au niveau de minigenes
nommé Mini-Cdx2, mis en évidence au laboratoire, est dépourvu de domaine de transactivation
et fait office de dominant-négatif en encombrant les sites de fixation de Cdx2 au niveau de ses

génes cibles'® (Figure 22C).

Cdx2 possede 2 paralogues, Cdx1 et Cdx4, localisés respectivement chez 'Homme sur le
chromosome 5 et le chromosome X. Ils possedent de nombreuses cibles transcriptionnelles
communes, et donc une certaine redondance dans leurs actions, au cours de processus
développementaux'”. Les genes Cdx sont notamment des régulateurs directs des génes Hox,
via les sites consensus de fixation présents au niveau de leurs clusters?®-2%2,

L'intérét tout particulier porté a Cdx2 se justifie par ses nombreux patterns d'expression, cela

dans divers contextes cellulaires, aussi bien physiologiques que pathologiques.
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Figure 23. Expression de Cdx2 dans les cellules externes de la morula

Immunohistochimie avec anticorps polyclonal ciblant Cdx2, couplé a un fluorochrome rouge.
(A) Blastocyste de souris a 3,25 jours post-coitum. (B) Blastocyste de souris a 3,5 jours post-

coitum. Barre d’échelle : 15pm. Photos extraites de Strumpf et. al, 2005.

Figure 24. Expression de Cdx2 dans la partie caudale de I'embryon

(A) Le gene X-gal, placé sous la dépendance du promoteur du géne Cdx2, s'exprime dans la
partie postérieure (P) de I'embryon de souris (coloration bleue) a E8,5, mais pas dans sa partie
antérieure (A) et dans les annexes embryonnaires (fleche). (B) A E10,5 la partie postérieure de
I'embryon de souris est toujours colorée. La téte de fleche blanche indique le tube digestif.

Photos extraites de Benahmed et. al, 2008.
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Il. Fonctions physiologiques de Cdx2...

A. ... au cours de 'embryogenese

1. Etablissement du trophectoderme

Les fonctions de Cdx2 au cours du développement embryonnaire sont particulierement
bien identifiées chez la souris. Il intervient tout d’abord au stade précoce de 8 cellules, a E3.5,
lors de la blastulation, pour la détermination de la lignée trophectodermique. Il s'agit du

premier événement de différenciation, nécessaire a la nidation et a la nutrition de I'embryon.

Son expression est stimulée au niveau des cellules extérieures de la morula, notamment par les

facteurs de transcription Tead4, Rbpj, Oct1, et Gata3, et par un mécanisme d'autorégulation?®

207 (Figure 23). Dans ces cellules, il réprime I'expression de génes de pluripotence comme
Nanog, Sox2 et Oct42'92"3, Les cellules internes de la morula, ou son expression est réprimée
par Oct4, conservent leur pluripotence et évoluent en cellules de la masse interne%42'42">5, Cette
régulation différentielle entre cellules intérieures et extérieures de la morula est dépendante
des voies de signalisation Notch et Hippo?®4?%. Une absence d’expression de Cdx2 (dans les
souris Cdx2-/-) est létale a ce stade du développement, les embryons ne parvenant pas a

s'implanter dans la paroi utérine. A l'inverse, son expression forcée dans des cellules ES in vitro

stimule la différenciation trophoblastique?®’.

2. Elongation postérieure de 'embryon

Toujours chez la souris, aprés la gastrulation, autour de E8,5, il est exprimé dans la partie
caudale de I'embryon, au niveau des 3 feuillets embryonnaires, ou il contribue a son élongation

postérieure?' (Figure 24).

A ce stade, Cdx2 et ses paralogues sont des régulateurs directs essentiels des genes Hox,
participant au processus d'élongation et de spécification des différents segments?'¢??, Sa perte
de fonction, induite post-implantation pour contourner sa |étalité précoce, est associée a une
antériorisation de leurs domaines d'expression. Ce phénoméne, nommé « shift homéotique
antérieur » se traduit par des troncations postérieures et des perturbations de la mise en place

221,222

des vertébres et membres inférieurs . L'expression d'autres acteurs clés de |'élongation

axiale est amoindrie en absence de Cdx2, dont notamment Wnt3a?20223,
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Figure 25. Expression de Cdx2 pendant I’émergence hématopoiétique

(A) Section au niveau de l'aorte (Ao) d'un embryon de souris a E10,5. Immunomarquage anti-
CDX2. Les tétes de fleches noires indiquent des clusters hématopoiétiques intra-aortiques.
Barre d'échelle : 10pum. Photo extraite de El Omar et. al, 2021. (B) Les embryons KO pour Cdx1
et Cdx2 présentent moins de vascularisation et de globules rouges dans le sac vitellin. Photos

extraites de Brooke-Bisschop et. al, 2017.
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Cette interaction témoigne du rétrocontréle positif de Cdx2 sur la voie WNT, en charge de son

expression pendant I'embryogenése??®.

3. Hématopoiese primitive

CDX2 participe au méme moment a la mise en place de I'hématopoiese primitive et a la

vascularisation du sac vitellin (Figure 25).

Sa perte de fonction (Cdx2-/-) post-implantatoire avait effectivement déja permis de
soupconner des défauts dans le développement du mésoderme extra-embryonnaire, a I'origine

des tissus hématopoiétiques?*?.

Bien qu'elle soit associée a la diminution d'expression de
facteurs de transcription hématopoiétiques (Gatal, Runx1, Scl, ...), son impact n'est pas clair
chez la souris. Sans pour autant étre indispensables a l'initiation des premiers événements
hématopoiétiques, Cdx2 et ses paralogues (Cdx1 et Cdx4) contribuent conjointement a leur
maintien. Leur action y semble particulierement redondante, tous étant des régulateurs des
génes HOX. Leur perte individuelle serait ainsi compensée par le maintien des 2 autres®*>??’. Au
niveau de I'endothélium hémogénique, SOX17 semble favoriser 'accessibilité du promoteur de
Cdx2, et donc son expression®®. Pendant ce processus, Cdx2 est a nouveau indispensable a
I'expression des genes Hox, qui sont des acteurs clés de I'hématopoiése chez I'embryon puis

tout au long de la vie. lls régulent la prolifération et différenciation des progéniteurs

hématopoiétiques, leur expression faiblissant fortement par la suite?*2%,

Par ailleurs, il a été observé que la perte de fonction de CDX2 et -surtout- de CDX4 altére
I'expansion des vaisseaux allantoiques et leur branchage dans I'ectoderme chorionique, ce qui
en conséquence empéche le développement du placenta et du cordon ombilical?’. Leur perte
de fonction conjointe perturbe également 'hématopoiése primitive et la vascularisation du sac
vitellin en réduisant notamment |'expression du facteur de transcription SCL (TAL1T)®' . Il a
également été montré récemment que CDX2 se fixait sur le promoteur de I'ACE (Angiotensin

Converting Enzyme), facteur clé de I'émergence des CSH?*2.
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Figure 26. Expression de Cdx2 dans I'endoderme postérieur

Le gene X-gal, placé sous la dépendance du promoteur du géne Cdx2, s'exprime le plus
fortement au niveau du tube digestif, issu de I'endoderme postérieur, de I'embryon de souris a

E13 (téte de fleche blanche). Photo extraite de Benahmed et. al, 2008.

-85 -



4. Spécification du tissu intestinal

Le tube digestif dérive de I'endoderme définitif, qui se différencie progressivement et
chronologiquement de son extrémité antérieure a son extrémité postérieure. L'expression de
CDX2 se restreint, a partir du stade E12,5 a I'endoderme postérieur, auquel il confére une

identité intestinale (Figure 26).

Il a été observé que la voie WNT stimulait I'expression de CDX2 au niveau de I'endoderme
précisément entre E7,5 et E8,5%. Son expression est également modulée par des facteurs tels
HNF-a, GATA6 et TCF4%* La perte conditionnelle de son expression dans I'endoderme
postérieur a E9 perturbe la morphogeneése de l'intestin, et est |étale peu aprés la naissance. Elle
engendre une antériorisation du tube digestif via I'activation d'un programme de différenciation
plus antérieur. On remarque en conséquence lapparition de cellules kératinisées,
caractéristiques de I'cesophage, et 'obstruction du tube digestif. Y est associée une baisse
d’expression de facteurs de transcription pro-intestinaux tels HNF4-a et ISX?*°. Une délétion plus
tardive de CDX2, a E13,5, transforme |'épithélium intestinal en une structure gastrique, avec
apparition de marqueurs épithéliaux gastriques comme BARX1, SOX2, Claudine-18, MUCT,

GHRL et des gastrokinases?3¢2%,

L'hypothése est que CDX2 puisse agir sur ses genes cibles en fonction de l'accessibilité de la
chromatine, qui fluctue au cours de la spécification de I'endoderme. Il ne posséde donc qu’une
fenétre de temps restreinte, ou I'environnement chromatinien est permissif, pour imposer une
identité tissulaire intestinale. C'est pourquoi dans les modeles pré-cités, le timing de délétion de
CDX2 semble influencer le phénotype observé : plus celle-ci sera précoce, plus antériorisée
sera l'identité acquise. Autrement dit, en absence d'un facteur imposant un destin intestinal,

I'endoderme reste susceptible a une transformation homéotique antérieure?®.

B. ... tout au long de la vie adulte

Chez I'adulte, CDX2 n’est exprimé plus que dans |'épithélium intestinal, dont il est le
célebre facteur d’engagement clé. Son domaine d’expression crée une frontiere nette entre
estomac et duodénum. L'expression de CDX2 augmente progressivement le long de l'intestin

proximal, atteint son maximum au niveau du colon proximal, ou on la retrouve tout le long de
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I'axe crypto-villositaire. Elle décroit ensuite dans le colon distal en se localisant dans les cellules
différenciées, cela jusqu'au rectum?¥2%  Ses régulateurs essentiels sont HNF4-a, GATAS,
TCF4/f-caténine. lls ont démontré la capacité a activer I'expression endogéne de CDX2 dans
des cellules non intestinales (Hela), via une régulation synergique®*. CDX2 est également

241 Dans le

capable de s'autoréguler, par fixation sur sa propre région promotrice, chez I'adulte
compartiment intestinal, CDX2 maintient l'identité tissulaire et assure une homéostasie en

régulant notamment la prolifération et la différenciation des cellules intestinales.

1. Fonctions transcriptionnelles dans lintestin

CDX2 possede une activité majeure de facteur de transcription, qu'il exerce gréace a la
capacité de son homéodomaine a se lier a 'ADN. Il peut se fixer a plus de 16 000 sites dans
I"épithélium intestinal, au niveau de régions régulatrices aussi bien proximales que distales?*-24,
CDX2 présente une occupation contextuelle de la chromatine en fonction de l'état de
différenciation de la cellule, contexte cellulaire qui influence également ses partenaires
transcriptionnels. Il interagit par exemple davantage avec GATA6 dans les cellules non
différenciées et proliférantes, et avec HNF4-a une fois leur différenciation achevée?>. CDX2
favoriserait d'ailleurs leur fixation au niveau de certaines régions, en étant capable d'influencer
I'accessibilité de la chromatine®*®?*’. || le ferait notamment via son interaction avec Brg1, une

sous-unité du complexe de remodelage des nucléosomes SWI/SNF?,

CDX2 est exprimé dans toutes les cellules de I'épithélium intestinal monostratifié, sauf les
cellules de Paneth, et notamment dans les cellules souches ou il contribue a la détermination de
leur identité intestinale et a leur détermination : en activant I'expression des facteurs de

249230 ou les dirige a

transcription Klf4 et Math1, il les oriente vers un le lignage sécréteur
I'inverse vers le lignage absorbant en stimulant I'expression de DII1?°". Dans les cellules
souches, la fixation précoce de Cdx2 au niveau des séquences régulatrices de ses génes cibles
semble prédictive de leur expression®?. Dans les cellules intestinales matures, CDX2 régule
I'expression de nombreux génes essentiels a leurs fonctions. On compte parmi ses génes
cibles: ceux codant pour des enzymes digestives comme la saccharase isomaltase®, la
lactase®* ou la phospholipase A%*? ; pour des transporteurs comme GLUT22% ou ASBT?** ; pour
des mucines comme MUC22%” ou MUC4%# ; pour des récepteurs membranaires comme FXR*?
ou IRS2%0: et enfin ceux codant pour des protéines d'adhésion cellulaire comme la LI-

cadhérine?®’, la E-cadhérine?®? ou la Claudine-2%3.
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Figure 27. Conséquences de la perte de fonction mosaique de Cdx2 dans I'épithélium
intestinal

Chez la souris, sa perte de fonction mosaique dans I'épithélium intestinal provoque |'apparition
d'un phénotype tubulo-glandulaire typique de I'estomac. (A) Les cellules ne I'exprimant pas ne
migrent plus le long de I'axe crypto villositaire et forment des vésicules cystiques (encadrées en
noir). (B) On remarque chez ces cellules I'expression de Claudine18 (marqueur gastrique, en
brun) et la perte d'expression de la phosphatase alcaline (marqueur intestinal, en bleu). Barre

d’échelle : 100pm. Photos extraites de Stringer et. al, 2012.
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CDX2 aiguillerait également la fixation du facteur de transcription TCF4, effecteur de la voie

Wnt avec lequel il partage un grand nombre de cibles?$*,

La perte mosaique de son expression dans I'épithélium intestinal n'altére pas son architecture
comme on pouvait I'observer lors du développement embryonnaire. Elle perturbe en revanche
localement la différenciation des cellules, et y induit un phénotype tubulo-glandulaire typique
de l'estomac, soulignant ainsi son réle essentiel dans le maintien d'une identité

intestinale?**(Figure 27).

CDX2 refreine la prolifération in vivo en diminuant directement ou indirectement I'activité de la
voie B-caténine, cela en interagissant avec la B-caténine ou via la stimulation de I'expression
d'antagonistes de la voie comme Mucdhl, Axine-2 et Apc?®?%. In vitro, il a été montré que
CDX2 stimulait directement I'expression de P21, un inhibiteur de Cdk®. Dans la lignée SW480,
sa délétion augmente la prolifération cellulaire et 'apparition de marqueurs d'immaturité chez
les cellules, alors que dans celle Caco2/TC7 sa surexpression est associée a un arrét de la

prolifération et stimule la différenciation??27°,

CDX2 participe également a 'homéostasie plus globale de la muqueuse intestinale, notamment
en contrblant la population de cellules immunitaires. Il régule I'expression de H2-T3, membre
du complexe majeur d’histocompatibilité. Sa perte réduit le nombre et la dégranulation des
cellules CD8-a induites, et augmente l'infiltration des macrophages au niveau de I'épithélium

intestinal, conduisant en une réaction inflammatoire chronique?’".

L'action transcriptionnelle de CDX2 est antagonisée par son variant d'épissage MiniCdx2. La
surexpression de MiniCdx2 conduit a une perte d'identité intestinale et une transdifférenciation

de type gastrique, soit au méme phénotype que la perte de CDX2'%,

2. Fonctions non-transcriptionnelles dans l'intestin

Au-dela de son activité transcriptionnelle, CDX2 est capable d'interagir avec des

partenaires protéiques diversifiant ses fonctions.
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En interagissant avec le complexe protéique Ku70/Ku80, il réduit par exemple l'activité de la
machinerie de réparation de cassures d’ADN double-brin de type NHEJ. L'efficacité réduite de
la réparation conduit les cellules a I'apoptose, et leur évite lintroduction de potentielles
mutations délétéres par ce mécanisme de réparation peu fidéle?’2. CDX2 interagit également
avec le facteur de transcription HoxB7, qui a l'inverse soutient la réparation de type NHEJ, de
sorte a empécher sa fixation sur le promoteur de ses génes cibles?”®>. CDX2 est également un

régulateur non-transcriptionnel de la machinerie d'épissage’?®.

Deux mécanismes |'impliquent a nouveau dans la régulation de la prolifération cellulaire. |l
stabilise d'une part p27Kip1, inhibiteur d'E-CDK2, ce qui bloque les cellules en phase GO/G1 de
leur cycle?”*. En plus de son contréle déja transcriptionnel sur la voie WNT, CXD2 parvient
d'autre part, via son domaine N-terminal, a interagir directement avec la B-caténine. Il perturbe
son association avec le complexe protéique TCF, et inhibe ainsi l'activité de la voie?”®. Ces

mécanismes lui conféerent une fonction de suppresseur de tumeur.

[ll. Fonctions de Cdx2 dans les cancers

L'expression de CDX2 fluctue en contexte pathologique : elle peut aussi bien disparaitre
localement dans |'épithélium intestinal, que s’activer de maniére aberrante en dehors de ce

compartiment. On parle alors d’expression ectopique.

A. Perte d'expression dans les CCR

Les multiples casquettes de CDX2 dans |'épithélium intestinal ont naturellement conduit
a questionner les conséquences de sa perte. Les premiéres hétéroplasies de type gastro-
cesophagien observées chez les souris hétérozygotes Cdx2+/- laissaient penser a une initiation

tumorale, mais n'évoluaient cependant pas en adénomes ou adénocarcinomes intestinaux??'27,

Pourtant, la perte d'un allele de CDX2 au niveau de I'épithélium intestinal est retrouvée chez

30% des patients avec un CCR. Elle est associée a un haut grade tumoral (faible différenciation

et fort taux de métastases entre autres), et a pronostic défavorable (survie globale plus faible).
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L'expression de CDX2 tend effectivement a étre diminuée plus fortement dans les cancers
intestinaux les plus agressifs, comme ceux de type festonné (sous-type C4)*’’. Elle est a I'inverse
davantage maintenue dans ceux présentant les cellules les plus différenciées?’®?’?, CDX2 a de
ce fait été proposé comme biomarqueur pronostic de routine. Cet impact pronostic semblerait
en fait dépendre du statut sous-jacent de la réparation des mésappariements chez les patients,
indicative de la présence de métastases®®*?%* De par la complexité de sa régulation et de ses
modes d’actions, il reste difficile d'utiliser I'expression de CDX2 comme un marqueur pronostic

ou prédictif.

B. Expression ectopique dans l'épithélium gastrique

Les métaplasies intestinales surviennent a la suite de traumatismes tissulaires chroniques
associés a de la régénération. Ce sont des lésions pré-cancéreuses caractérisées par un
« switch » phénotypique du tissu gastrique vers une différenciation intestinale. Les métaplasies
intestinales de |'estomac impliquent donc une répression du programme transcriptionnel
gastrique, associée notamment a la perte d'expression du facteur clé SOX2, et a un gain de
différenciation intestinale, gouvernée dans 90% des cas par I'expression ectopique de CDX2.
Paradoxalement, bien que son expression ectopique initiale favorise la transdifférenciation et
soit donc plutdt oncogénique, les patients CDX2+ présentent une survie globale
supérieure?®>2¢,

Une expression forte de CDX2 permettant une meilleure différenciation des cellules
cancéreuses, son maintien devient alors protecteur, conformément a son role suppresseur de
tumeur intestinal®®2%8, Avec l'avancée de la maladie, la perte progressive de |'expression de
CDX2 est associée a un moins bon pronostic, et est corrélée avec la perte de p53%?. Dans ces
métaplasies dites « incomplétes », 'absence de différenciation terminale, aussi bien gastrique
qgu'intestinale, rend les cellules cancéreuses davantage instables. CDX2 constitue de ce fait un

biomarqueur intestinal pronostique?®.
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Figure 28. Expression aberrante du géne Cdx2 dans la moelle osseuse

Une expression aberrante de Cdx2 est retrouvée dans la moelle osseuse de 80% des patients
atteints de leucémie aigué, aussi bien myéloide que lymphoide. Cette expression représente un
marqueur de mauvais pronostic. (A) Analyse de I'expression de Cdx2 dans la moelle osseuse de
patients atteints de leucémie aigués lymphoides (LAL) et myéloides (LAM), par RT-gPCR. Les
valeurs de ACT sont normalisées par rapport au géne de ménage TATA binding protein.
Chaque point représente un patient. Les barres correspondent a I'expression médiane. (B)
Courbe de Kaplan-Meier représentant la survie globale des patients atteints de LAL exprimant

plus ou moins fortement Cdx2. Figures extraites de Thoene et. al, 2009.
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C. Expression ectopique dans le compartiment hématopoiétique

Le géne CDX2 est important lors de I'hématopoiése primitive, mais n'est normalement
plus exprimé dans le systéme sanguin chez 'adulte. Son expression ectopique est néanmoins
observée dans 80% des cas de leucémie aigug, au niveau de la moelle osseuse des patients.
Son expression est mono allélique®’. Le mécanisme moléculaire menant a son activation reste
inconnu, mais celle-ci représente un marqueur de mauvais pronostic chez les patients souffrant
de leucémie aigué myéloide (LAM) ou lymphoide (LAL), son niveau d'expression étant corrélé a
I'agressivité de la pathologie. En revanche, les patients atteints de leucémies chroniques ne

présentent pas d'expression de CDX2 %% (Figure 28).
Le géne CDX2 contribuant a I'hématopoiése chez I'embryon, sa réactivation lors des leucémies

aigles rappelle le phénomeéne de résurgence de 'expression embryonnaire, que |'on observe
lle le ph d de I b | b

avec certains génes développementaux dans des contextes pathologiques®”>?%.

D. Modélisation de U'expression dérégulée de Cdx2

La dérégulation de l'expression de CDX2 est modélisée in vitro et in vivo, afin d'en

analyser les conséquences, et surtout son impact sur la pathogenese...

1. Perte d’'expression dans l'épithélium intestinal

En contexte protumoral, stimulé par un traitement cancérigéne a l'azoxyméthane, les
souris Cdx2*" développent plus d'adénocarcinomes dans le colon distal que les souris
contréles. Sa diminution d’expression sensibilise a la tumorigenése, les polypes bénins évoluant
en adénocarcinomes®”’. Les mémes observations sont faites chez les souris Cdx2*" sur fond de
mutation Apc*2'*: |a faible expression de Cdx2 et Apc au niveau du colon distal est associée a
I'apparition de polypes adénomateux?®. Ces deux études indiquent qu'une diminution de
I'expression de Cdx2 est décisive dans la tumorigenése colique. On observe d'ailleurs une

cooccurrence entre la perte de Cdx2 et les mutations du proto-oncogeéne Braf. Ces événements,

seuls ou combinés, sont associés a un mauvais pronostic et prévalents dans les CCR de forme
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festonnée. La modélisation de cette combinaison d'altérations chez la souris Cdx2"¥/Braf'6°%¢
indique une réduction de la survie globale et démontre leur coopération?”. La perte de CDX2

est donc un événement précoce de la progression tumorale.

*/814) et de KO mosaique

In vivo toujours, il a été observé que dans un contexte protumoral (Apc
de Cdx2, les cellules déplétées en Cdx2 induisent une tumorigenese dans les cellules
adjacentes qui expriment encore Cdx2, sans devenir elles-mémes cancéreuses. Le mécanisme a
I'origine de cette distinction est inconnu, mais les cellules Cdx2- déclenchent une activation
chronique de la voie NFKB et induisent la production d'oxyde nitrique synthase (iNOS) par le
microenvironnement stromal. Ceci favorise la perte d’hétérozygotie d'Apc dans les cellules

30 La suractivation de la voie Wnt, par inactivation

voisines et leur transformation tumorale
d'’APC, est un événement précoce fréquent dans les CCR. En absence de Cdx2, la levée
d'inhibition de la voie accélere la formation tumorale en induisant la progression G1/S dans le
cycle cellulaire®*’2%", Aussi, in vitro comme in vivo, la diminution d’expression de CDX2 facilite la
progression, l'invasion et la migration des cellules tumorales®®?. Enfin, la réintroduction de son
expression antagonise la transition épithélio-mésenchymateuse (EMT) et donc la métastase,

dans les CCR, via la régulation de I'expression de SNAIL et |a stabilisation de la B-caténine®®.

In vitro cependant, il a été montré que l'amplification du locus de CDX2 dans des cellules
cancéreuses colorectales, était associé a une augmentation de son expression, et contribuait a

leur survie et la prolifération®*. Ainsi, malgré son réle de suppresseur de tumeur dans ce

compartiment, CDX2 semble jouer un roéle oncogénique quand il y est surexprimé.

2. Gain d’expression dans U'épithélium gastrique

Des modeéles murins d'expression de CDX2 dans |'épithélium gastrique ont été mis au
point via l'introduction de transgénes placant sa séquence sous la dépendance du promoteur
de Foxa3 ou de la sous-unité beta de '’ATPase H*/K*. Ceux-ci ont montré que sa seule présence
suffit a induire la transdifférenciation de I'épithélium gastrique en une structure épithéliale de
type intestinale. La, il régule I'expression de génes intestinaux tels MUC2, la phosphatase
alcaline ou encore la villine®®. La régulation d’expression de la villine passerait d'ailleurs dans ce
contexte également par le recrutement, au niveau de son promoteur, du complexe SWI/SNF par

CDX2%%, Les métaplasies intestinales développées évoluent ensuite de maniére autonome en
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carcinomes gastriques invasifs, ces observations confirmant qu'il s'agit de véritables lésions

précancéreuses’®’ 308,

In vitro, il a été observé qu'une fois ectopiquement exprimé, CDX2 réprime la voie de
signalisation Sonic Hedgehog (SHH), en se fixant directement au promoteur du geéne
éponyme’”. Sa présence promeut également la migration des lignées gastriques AGS et
MKN45, via la stimulation de Reg IV, déja connu pour son réle dans la métastase et la migration
des cellules cancéreuses gastriques®'®. Une étude a également démontré son réle dans la
prolifération, l'invasion et I'apoptose des cellules cancéreuses gastriques®'’. Néanmoins, une
fois la dysplasie stabilisée et lors de la progression du carcinome, la surexpression de CDX2
témoigne, in vitro comme in vivo, de son role protecteur en antagonisant croissance, invasion et

EMT des cellules cancéreuses gastriques®'.

3. Gain d’expression dans le compartiment hématopoiétique

In vitro, la suppression de CDX2 inhibe la prolifération des cellules de lignées de LAM et
réduit leur potentiel de clonogénicité. Aussi, des expériences de greffe de cellules de moelle
osseuse exprimant la protéine CDX2 murine chez des souris irradiées ont montré que CDX2
était capable de transformer les CSH#'33_ In vitro, I'expression de CDX2 augmente le potentiel
d’autorenouvellement et le potentiel leucémogene des progéniteurs hématopoiétiques, cela
notamment via la dérégulation de certains génes HOX, classiquement dérégulés au cours des
LAM. On constate les mémes transformations en cas de perte de CDX2 ou des HOX dans
certains modeéles murins. Ses cibles notables sont HOXA9? et MEIS1, essentiels a la progression

229,291,314-316

de la leucémie . Il'inhibe également le géne Kruppel-like factor 4 (KLF4), doté d'une

317

fonction duelle dépendante du contexte cellulaire Ces résultats suggerent un réle

oncogénique de CDX2 lorsque celui-ci s'exprime dans le compartiment hématopoiétique.
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IV. Mécanismes de régulation de l'expression de Cdx2

A. Régulation post-transcriptionnelle et post-traductionnelle

En contexte physiologique, I'expression de CDX2 est régulée par des mécanismes post-
transcriptionnels impliquant des miRNAs. Son ARNm peut ainsi étre dégradé par un ciblage par
miR-9, miR-16 ou miR-22, sous I'impulsion de CDX1%'®, La protéine MEX3A contréle également
la demi-vie de son ARNm dans les cellules souches intestinales, en liant sa région 3’ UTR, et en

I'adressant aux corps P, en charge de la dégradation des ARNm?3'73%0,

La protéine CDX2 est ensuite sujette a des modifications post-traductionnelles influencant sa
fonction, sa stabilité et sa demi-vie. La phosphorylation de la sérine 60 de son domaine de
transactivation inhibe par exemple son activité transcriptionnelle dans les cryptes intestinales®?'.
Dans les cellules différenciées des villosités, sa phosphorylation par la MAPK p38 stimule a

I'inverse son activité3??

. La phosphorylation de son domaine C-Terminal par la kinase CDK2
(sérine 281 et 293) ou par ERK1/2 (site inconnu) induit son ubiquitination puis sa dégradation
par le protéasome'”32. A l'inverse, l'inhibiteur p27Kip1 antagonise sa phosphorylation ; son

profil d’expression se superpose d'ailleurs a celui de CDX2 le long de I'axe crypto-villositaire®?*.

B. Régulation transcriptionnelle chez 'embryon précoce

De la gastrulation a la mi-gestation, une région de 5kb de chromatine active en amont du
premier exon de CDX2 constitue sa région promotrice. Aussi, un enhancer de CDX2
intervenant spécifiquement au stade blastocyste a été mis en évidence. Situé environ 5,5kb en
amont du TSS, il est fixé par les facteurs de transcription Tead4 et Rbpj, respectivement
effecteurs des voies de signalisation Hippo et Notch?*. CDX2 posséde un second enhancer
situé dans son premier intron, actif au cours du développement, dans le mésoderme

postérieur3?,

A ce stade, CDX2 est connu pour étre un géne bivalent. Son expression est permise a la fois par
la présence de modifications épigénétiques activatrices, et la levée de modifications

inactivatrices, au niveau de son promoteur'®32¢, Cdx2 est notamment réprimé par la présence
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de méthylations sur H3K9 au niveau de son promoteur, dans les cellules de la masse interne du

trophoblaste®?73%,

C. Reégulation transcriptionnelle dans lintestin et les CCR

Le maintien de son expression dans |'épithélium intestinal requiert par la suite des
éléments de régulation plus en amont du TSS, sur environ 9kb. Vers -8,5kb en amont du TSS, un
segment de 250pb, qui consiste en un cluster de sites fixation de facteurs de transcription, est

fixé par les protéines mentionnées précédemment : HFN4-a, GATAS, TCF4/B-caténine®*.

L'instabilité génomique est une caractéristique cellulaire typique des CCR et est essentielle a la
progression tumorale. Le géne Cdx2 se site sur un locus (13912.2) a risque en termes de
réarrangements et amplifications®?. Comme mentionné précédemment, son amplification lors
de CCR contribue a la survie et la prolifération des cellules tumorales. Mutations somatiques et

polymorphismes ne semblent pas participer a sa baisse d'expression®¥*31,

Dans les CCR, le promoteur de Cdx2 est sujet a une méthylation de ses ilots CpG. Les premiers
traitements avec des agents déméthylants ne restaurant cependant pas son expression in vitro,
cette piste thérapeutique visant a rétablir son expression avait été écartée®'3 Plus récemment
cependant, l'inhibition de DNMTs dans les lignées SW620 et COLO205, exprimant faiblement
CDX2, a démontré un fort rehaussement de son expression. L'expression de CDX2 serait donc
différentiellement impactée par la méthylation de son promoteur en fonction des lignées
cellulaires. Dans ces 2 lignées, I'inhibition de HDAC4 et HDACS conduit au méme résultat,

HDACS s'avérant d'ailleurs recruté au niveau de la région promotrice de CDX23%.

Tout comme dans les cellules trophectodermiques, le facteur de transcription Oct1 est capable
de recruter des complexes de remodelage de la chromatine au niveau du locus de CDX2. Des
observations in vitro, montrent qu'Oct1 est a la fois capable de stimuler et d'inhiber la
transcription de geénes, via le recrutement respectivement de NuRD et Jmjd1a/KDM3A. NuRD
est responsable de la maintenance de la méthylation de I'ADN, tandis que Jmjd1a catalyse

I'effacement des marques H3K9me2, ce qui induit la déméthylation de I’ADN voisin3*.
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D. Régulation transcriptionnelle dans les carcinomes gastriques

Les mécanismes en amont de son expression ectopique au niveau de ['épithélium
gastrique sont encore globalement incompris. Deux stimuli environnementaux majeurs ont
néanmoins été identifiés : I'exposition a Helicobacter pylori, phénomeéne le mieux caractérisé, et

aux acides gastriques.

Plus de 90% des patients avec un cancer gastrique sont infectés par Helicobacter pylori®®.
L'infection provoque une gastrite chronique pouvant évoluer en métaplasie intestinale et
ultimement en carcinome gastrique, ces deux états étant irréversibles méme apres éradication
de l'infection®¥. L'expression de CDX2 se perd néanmoins lors de la disparition d'Helicobacter
pylori®3®3% Helicobacter pylori stimule la signalisation par la voie BMP, qui contribue au switch
des profils d'expression de CDX2 et SOX2%853%034 On remarque notamment la surexpression
d’ACVR1, récepteur de la voie des BMP, lors de linfection®?. Aussi, en sa présence, la
signalisation découlant du récepteur intracellulaire NOD1 est diminuée. Celle-ci étant en
charge de linhibition de la voie NFKB via TRAF3, sa diminution suractive la voie, et en
conséquence contribue a I'expression de CDX2%**3. Helicobacter pylori favorise également la
signalisation intracellulaire par les SMADs, dont CDX2 est une cible transcriptionnelle, en

stimulant I'expression de BMP2 et SMAD43%,

D'autre part, il a été observé, in vitro, que I'exposition prolongée des cellules gastriques a de
I'acide désoxycholique (DCA) favorise I'expression de CDX2 et ses cibles transcriptionnelles,
cela de maniére dose dépendante®*3*. Ces traitements avec des dérivés d'acide biliaire
stimulent la voie NFKB, dont CDX2 est une cible. Cela par exemple en augmentant I'expression
de miR-92a-1-5p, capable de cibler les ARNm de FOXD1, un inhibiteur de la voie3®¥3%. Dans les
lignées cancéreuses gastriques in vitro, il est la cible de nombreux régulateurs transcriptionnels,

parmi lesquels HNF4a, TCF4, ISX, GATA6%3434

La méthylation de I’ADN est I'une des altérations génétiques les plus importantes des cancers
gastriques. Bien que celle-ci fluctue au niveau du promoteur de Cdx2 en conditions
pathologiques, la différence avec le tissu sain n’est pas suffisante pour expliquer son expression
ectopique au niveau des métaplasies®®®'. Le facteur de transcription progastrique Sox2

semblerait cependant avoir un réle dans le maintien de la méthylation du promoteur de CDX2
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dans les tissus gastriques. Les deux genes sont connus pour exercer une répression réciproque
entre eux, et il a été montré que le KD de SOX2 stimulait la déméthylation du promoteur de
CDX2%23%, Aussi, la forte expression de DNMT1 et I'hyperméthylation du promoteur de CDX2

contribuent a son inactivation transcriptionnelle dans la lignée MKN-45%4,

E. Régulation transcriptionnelle dans les LAM

Dans le compartiment hématopoiétique, CDX2 n'est pas impliqué dans des
translocations ou remaniements notables décrits dans les leucémies aigués, et ne présente pas
d’hypométhylation ou mutations au niveau de son promoteur®'??. La premiére piste investie
était son implication dans le réarrangement chromosomique t(12;13)(p13;912), générant le
géne de fusion ETV6-CDX2. Son association avec un régulateur de la survie des CSH laissait
supposer une contribution a la leucémogenése®®. Un modeéle murin basé sur I'expression du
gene de fusion a néanmoins permis d'invalider cette hypothése, les souris ne développant

qu’une myéloprolifération3*.

Le facteur de transcription OCT1 se fixe également au niveau du promoteur de CDX2 dans le
compartiment hématopoiétique, en contexte physiologique comme pathologique. Il a été
observé a partir d’échantillons humains qu’'OCT1 ne va recruter JMJD1A que dans les cellules

leucémiques®’

. Ce recrutement s'accompagne d'une diminution des marques H3K9me2, et
d'une déméthylation totale des ilots CpG voisins. Les sites de fixation de OCT1 sont connus
pour étre associés a des changements dynamiques dans la méthylation de I’ADN au cours de
I'hnématopoiese. Des méthyltransférases s'associent a des complexes reconnaissant la

méthylation de H3K9, qu'il module avec ses cofacteurs®?®.
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CDX2 est un géne polyvalent, présentant diverses facettes selon |'environnement
cellulaire auquel il est confronté. Malgré les connaissances amassées, les événements en amont
et aval de son activation ectopique dans le compartiment hématopoiétique restent encore
globalement incompris. Les piéces du puzzle se rassemblent, mais ces événements n‘ont pas
encore pu étre replacés au sein de réseaux fonctionnels, dans ce contexte cellulaire.
L'investigation bat son plein, grace aux alliés non négligeables que sont modéles murins et

nouvelles technologies d'analyse génomique...

Mon objectif premier était de modéliser son expression ectopique dans le compartiment
hématopoiétique. Cela de sorte a pouvoir identifier les outils et chemins qu'il emprunte pour
induire une leucémogeneése afin de comprendre les facteurs décisifs a sa dualité : lesquels
peuvent bien peser dans la balance pour l'orienter vers une fonction d'‘oncogéne ou de

suppresseur de tumeur ?

L'origine de l'activation de |'expression de CDX2 dans les leucémies aigués a également déja
fait I'objet d'études, et celle-ci n'est pas due a un changement de méthylation de son
promoteur, |'amplification de son locus ou la présence de mutations |'affectant. Son induction
pourrait résulter d'une activation de sa transcription par des modifications épigénétiques, cela
au niveau de son promoteur et/ou de régions enhancers. Le but était ici d'identifier des régions
régulatrices de CDX2, cela via un travail comparatif entre 3 contextes cellulaires : intestinal,
gastrique et hématopoiétique. A nouveau, le but de cette étude est d'étoffer le panel de

données transversales le concernant.
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Partie 1



Contexte de la mise au point du modele murin

A. Un premier modele d'induction ex vivo

Une expression ectopique de CDX2 a été mise en évidence dans 80% des leucémies
aigués. Mais le réle oncogénique de CDX2 restait a démontrer. En 2007, un premier modeéle
murin d'expression ectopique du géne Cdx2 dans les CSHs a été proposé?’’. L'induction de son
expression consistait en 2 étapes. Une surexpression s'effectuait dans un premier temps in vitro,
par transduction d’un lentivirus contenant la séquence codant pour le gene hCdx2, placée sous
la dépendance du promoteur du Cytomégalovirus (CMV). Les CSHs transduites étaient ensuite
transplantées a des souris irradiées, par injection dans la veine de la queue. Les souris
receveuses développaient des LAM, de phénotype immature, démontrant le réle oncogénique
de Cdx2 in vivo. Certains aspects du modéle étaient cependant critiquables : une induction
effectuée ex vivo, placant qui plus-est la séquence de Cdx2 en aval d'un promoteur a forte

activité, puis l'irradiation au préalable des souris receveuses pour assurer la prise de greffe...

Notre idée était alors d’optimiser la modélisation, en garantissant une induction d'expression in
vivo, d'une intensité modérée, cela dans un contexte de niche hématopoiétique intacte. Le but
était de faire intervenir son expression ectopique dans I'environnement le plus physiologique

possible, cela en respectant la compétition entre cellules I'exprimant ou non.

B. Modele d’induction /n vivo

Le modeéle mis au point au laboratoire se base sur la technologie Cre-Lox, et est issu du
croisement de 2 souches de souris transgéniques. La souche Rosa26-LSL-hCdx2 posséde un
transgéne placant la séquence de I'’ADNc codant pour la protéine CDX2 humaine en aval d'un
stop de transcription floxé, dans le premier exon du locus ubiquitaire Rosa26. Les séquences
murine et humaine du géne Cdx2 présentent une identité de séquence de de 85% au niveau
ARNm et 92% au niveau protéique. De nombreuses études in vitro ont montré que les deux
protéines avaient les mémes fonctions. Pour notre modéle d'expression ectopique, le gene

Cdx2 a été choisi dans sa version humaine afin de pouvoir distinguer une éventuelle activation
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—— Rosa26-hCdx2:Mx1-Cre —
« MXCdXZ»

- ADNc de Cdx2 en aval d’'un - __| Systeme d'induction | __
stop de transcription floxé Cre-Lox
Grall et. al, 2019 Kiihn et. al, 1995

Prom Mx1 ﬂ Cre

Figure 29. Induction de I'expression de Cdx2 dans le compartiment hématopoiétique

Le modele murin Rosa26-hCdx2::Mx1-Cre est issu du croisement entre 2 lignées de souris
transgéniques : les Rosa26-hCdx2 et les Mx1-Cre. Chez les Rosa26-hCdx2, la séquence codant
pour hCdx2 est placé en aval d'un stop de transcription floxé, a l'intérieur du locus ubiquitaire
Rosa26. Et chez le Mx1-Cre, le géne codant pour la recombinase Cre est placé en aval du
promoteur Mx1, spécifique des CSH et inductible a l'interféron de type 1 et de type 3. Pour
déclencher la production d’'IFN, nous injectons de l'acide polyinosinique-polycytidylique (pl-
pC). Le pl-pC consiste en des petits ARN double brins, qui miment une infection virale. Grall et.

al, 2021, Kihn et. al, 1995.

- 105 -



endogéne de la forme murine, par un mécanisme d'autorégulation®'. La souche de souris Mx1-
Cre posséde un transgene placant la séquence de la recombinase Cre sous la dépendance du
promoteur Mx1. La recombinase Cre est une intégrase issue du bactériophage P1, elle permet
initialement la cyclisation de son génome, en catalysant la recombinaison entre sites LoxP via
une activité topoisomérase de type I***. Le géne Mx1 code pour une GTPase a activité antivirale,
dont l'expression est déclenchée dans les CSHs par la sécrétion d'IFN de type | et |l, en
présence d'ARN viral et quelques ADN viraux. La souche Mx1-Cre est classiquement utilisée
pour la création de modéles murins d’expression inductible, particulierement dans les CSH3,
Les lignées murines du laboratoire ne sont pas de fond génétique pur. Ce parti-pris se justifie
par une volonté de préserver I'hétérogénéité interindividuelle inhérente aux cohortes de
patients, une consanguinité excessive pouvant biaiser les phénoménes physiologiques et

pathologiques.

L'induction d'expression de Cdx2, chez les souris double transgéniques Rosa26-hCdx2 ::Mx1-
Cre, dites «Mx-Cdx2», consiste en l'injection, a 3 reprises avec 1 journée d'intervalle, d’acide
polyinosinique-polycytidylique (pl-pC). Il s'agit de petits ARN doubles brins, mimant une
infection virale et déclenchant la production d'interféron a et B. Les injections déclenchent
I'activité du promoteur Mx1, et donc la production de recombinase Cre dans les CSHs. Dans ces
cellules, le stop de transcription en amont de la séquence de Cdx2 est excisé, et Cdx2 est libre

de s'y exprimer (Figure 29).

Ce modeéle murin développe une LAM en moyenne dans les 90 jours suivant I'induction. Il nous
a permis de nous intéresser aux conséquences cellulaires et moléculaires de I'expression de

Cdx2....
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The intestine-specific caudal-related homeobox gene-2 (CDX2) homeobox
gene, while being a tumor suppressor in the gut, is ectopically expressed in
a large proportion of acute leukemia and is associated with poor prognosis.
Here, we report that turning on human CDX2 expression in the
hematopoietic lineage of mice induces acute monoblastic leukemia, charac-
terized by the decrease in erythroid and lymphoid cells at the benefit of
immature monocytic and granulocytic cells. One of the highly stimulated
genes in leukemic bone marrow cells was BMP and activin membrane-
bound inhibitor (Bambi), an inhibitor of transforming growth factor-b
(TGF-b) signaling. The CDX2 protein was shown to bind to and activate
the transcription of the human BAMBI promoter. Moreover, in a leukemic
cell line established from CDX2-expressing mice, reducing the levels of
CDX2 or Bambi stimulated the TGF-b-dependent expression of Cdillb, a
marker of monocyte maturation. Taken together, this work demonstrates
the strong oncogenic potential of the homeobox gene CDX2 in the
hematopoietic lineage, in contrast with its physiological tumor suppressor
activity exerted in the gut. It also reveals, through BAMBI and TGF-b sig-
naling, the involvement of CDX2 in the perturbation of the interactions
between leukemia cells and their microenvironment.

1. Introduction

turned on in precancerous metaplastic lesions of the
foregut [1] and, beyond the digestive tract, in a high

Major developmental genes, such as caudal-related
homeobox gene-2 (CDX2) [1], have emerged beyond
ontogenesis as critical players in cancer. This homeobox
gene has multiple functions during embryonic develop-
ment including trophectoderm formation, elongation,
and patterning of the posterior body, and intestinal
specification, before being selectively expressed in the
gut epithelium throughout adulthood where it exerts a
tumor suppressor role [2—6]. Conversely, it is ectopically

Abbreviations

proportion of acute leukemia associated with poor
prognosis (see Ref [7] and references therein). Cellular
studies have shown that Cdx2 confers oncogenic prop-
erties to murine hematopoietic stem cells in vitro [8,9],
while turning on its expression in vivo induces
myelodysplastic lesions, a few of them evolving into
overt leukemia [10]. However, the mechanism(s) associ-
ated with this pro-oncogenic activity remain largely elu-
sive. Here, we developed a mouse model of conditional

CDX2, caudal-related homeobox gene-2; BAMBI, BMP and activin membrane-bound inhibitor; TGF-b, transforming growth factor-b.
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ectopic expression of human CDX2 in the hematopoi-
etic lineage. This led to acute monoblastic-type leuke-
mia involving the alteration of transforming growth
factor-b (TGF-b) signaling. Interestingly, TGF-b is an
important pathway in hematopoiesis, which is fre-
quently altered in leukemogenesis [11]. Indeed, it nega-
tively regulates cell proliferation and stimulates
differentiation and apoptosis during normal hematopoi-
esis, whereas these effects are often impaired in hemato-
logic malignancies due to deletions/mutations of
members of the pathway or to the deregulation of
cofactors by oncoproteins [12].

2. Materials and methods

2.1. Mice

RsCDX2 knockin mice having the human CDX2 cod-
ing sequence preceded by a loxP-excisable transcrip-
tional stop sequence inserted into the Rosa26 locus
[13], transgenic MxICre mice containing the Cre cod-
ing sequence placed downstream of the promoter of
the interferon-inducible gene Mx1/ [14] (Jackson Labo-
ratory) and immunodeficient NSG mice (Charles
River) were housed in the certified animal facility (#H-
67-482-21). Protocols were approved by the French
Ministry of Agriculture under the permit APA-
FiS#833. Mice were genotyped by PCR using primers
listed in Table S1. Three-month-old RsCDX2::MxICre
mice (designated as MxCDX2) and control littermates
received 3 intraperitoneal injections of poly(I:C)
(Sigma-Aldrich) at 10 mg kg ' of body weight every
2 days. For transplantation, 10> bone marrow cells of
MxCDX?2 or control mice were injected into the caudal
vein of NSG mice.

2.2. Plasmids, siRNA, and luciferase assays

Plasmids pFlag (pFlag-CMV2; Sigma-Aldrich, Darm-
stadt, Germany), pFlag-CDX2 [15], pBAMBI-Luc
[16], and pRL-null (Promega Inc., Charbonnieres les
Bains, France) have been described. siRNAs are listed
in Table S1. Luciferase assays were performed using
the Dual Reporter Luciferase Assay (Promega Inc.).

2.3. Cell line establishment, cell culture,
transfection, and TGF-b treatment

Femoral bone marrow cells of MxCDX2 mice were pla-
ted at 2 x 10° cells per well in DMEM supplemented
with 20% FBS, 14 ng'mL ' mIL3, 24 ng'mL ' mIL6,
112 ng'mL ' mSCF (Promokines, Camon, France), and

antibiotics for 1 week. The cell line AGK463 was estab-
lished by progressive starvation of the three cytokines
and reduction in the serum to 10%. Transfections used
10° AGK463 cells, 50 nm siRNA alone, or 40 mm of
these siRNAs with 10 nm siGLO RISK-free Control
(Horizon Perkin-Helmer, Waterbeach, UK) and Viro-
mer® BLUE Kit (Lipocalix, Halle, Sachsen-Anhalt, Ger-
many). TGF-b treatment (20 ng'-mL ') was performed
24 h after transfection during 48 h before analyses.

Human K562 myeloid leukemia cells were cultured
as described [17]. For RNA analyses, 10° cells were
nucleofected with 1.5 ng pFlag or pFlag-CDX2 fol-
lowing the Amaxa protocol [18]. For luciferase assays,
1.5 9 107 cells were transfected using Lipofectamine™
3000 (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). Analyses were
performed 48 h later.

2.4. Serial replating assays

Femoral bone marrow cells of MxCDX2 mice and
control littermates were plated at 2 9 10* cells per well
in 1.1 mL methylcellulose (MethoCult GF M3434;
Stem Cell Technologies, Grenoble, France) and cul-
tured for 10 days. Colonies were counted, and cells
were serially replated under the same conditions.

2.5. Histology, cytology, and flow cytometry

Bones were decalcified with formic acid. Histology and
immunohistochemistry ~ with anti-CDX2  antibody
(EPR2764Y; Abcam, Paris, France) were performed as
described [4]. Cytotyping of bone marrow cells used
May Grfinwald-Giemsa staining (MGG).

Flow cytometry was performed using a Fortessa
cytometer (BD Biosciences, Le Pont de Claix Cedex,
France) with antibodies listed in Table S2.

2.6. RNA preparation, RT-gPCR, RNAsequencing, and

data analyses

RNA preparations were performed using TRI Reagent
(Euromedex, Souffelweyersheim, France). The quality
of total RNA was assessed on RNAchip with a Bioan-
alyzer (Agilent).

For RT-qPCR experiments, RNA was extracted
from the indicated cell lines and analyzed with the
probes listed in Table S1.

For RNAseq experiments, RNA was extracted from
the bone marrow of 6 littermate mice: 3 RsCDX2::
Mx1Cre mice and as control 1 RsCDX2, 1 MxICre,
and 1 wild-type mouse. All 6 mice were treated with
poly(I:C), and RNA was prepared 6 weeks later.
RNAseq data analyses were performed as described
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[13] using STAR (v2.5) [19] for sequence alignment
against the reference mouse genome GRCm38.90, and
HTSeq (v0.6.1) [20] and DESeq2 (v1.10.1) [21] for
reads counting and normalization. Differentially
expressed genes were selected based on |logx(fold
change)] > 1 and P-value < 0.05, corrected with the
false discovery rate (FDR) multiple testing method.
Gene Ontology enrichment was done with the one-
tailed exact Fisher’s test, and P-values were corrected
with FDR multiple testing. Functional clustering used
DAVID [22].

Transcription factor-binding motif analysis used
HOMER (v4.10.1) [23] in the promoter gene regions
extending from 2000 bp upstream to +50 bp with
respect to the transcription starting site(s). Enriched
motifs were manually curated by comparing with the
most up-to-date version of JASPAR [24] and TomTom
from the MEME suite [25].

For point mutation analysis, RNAseq reads were
mapped against the mouse reference genome
GRCm38.90 with the gap-aware aligner STAR as
described above. Multimapped reads were not output,
and alignments at splicing junctions were refined with a
second pass based on the annotation of the reference
genome. Duplicated reads were then flagged with
MarkDuplicates from the Picard toolbox (http://broad
institute.github.io/picard/). The remaining misaligned
reads were removed with the tool SplitNCigarReads
from the toolkit GATK (v4.0.9.0) [26]. single nucleotide
polymorphisms (SNPs) were called with the tool Haplo-
typeCaller from GATK [27]. Soft-clipped bases were
discarded during SNP calling, and the threshold for
emitting the SNPs was set to 20 (Phred scale). SNPs
were filtered based on their quality with the tool Vari-
antFiltration from GATK with default parameters.
SNPs were finally annotated with VEP from Ensembl
[28]. Recurrent mutations were defined as SNPs present
in all three MxCDX2 mice but in none of the three con-
trol littermates. Mutational signatures were tested with
SIGNAL (https://signal.mutationalsignatures.com/) in
comparison with published models of myeloid leukemia
[29] and DNA repair mechanisms [30].

2.7. Western blots

Whole bone marrow or AGK463 protein extracts sep-
arated on SDS/PAGE were analyzed by western blot
using mouse monoclonal anti-CDX2 (CDX2-88, Bio-
Genex, Fremont, CA, USA; dilution 1/2000) and
mouse monoclonal anti-b-actin (C4, Millipore, Dach-
stein, France; dilution 1/25 000) antibodies. HRP-
conjugated secondary anti-mouse antibody was used
for ECL detection (GE Company, Amersham, UK).

2.8. Chromatin immunoprecipitation

ChIP assays were performed using the Magna ChIP™
G Kit (Merck-Millipore, Dachstein, France) and anti-
CDX2 antibody (EPR2764Y; Abcam) or IgG. qPCR
amplification of the immunoprecipitated material used
the primers listed in Table S1.

2.9. Statistics

Statistics used the two-tailed #-test for mean compar-
isons and log-rank test to compare the survival times
between MxCDX2 or engrafted NSG and control mice
(GrAPHPAD, Prism, https://www.graphpad.com/scientific-
software/prism/).

3. Results and Discussion

3.1. Oncogenic activity of CDX2 in thehematopoietic

lineage in vivo

To address the oncogenic potential of ectopic expres-
sion of the human CDX2 homeoprotein in the
hematopoietic lineage, MxCDX2 mice were generated
by intercrossing RsCDX2 [13] and MxICre [14] mice,
and the resulting adult animals aged 2—3 months were
treated with poly(I:C) to induce CDX2 expression. All
the treated MxCDX2 mice (n = 18) became moribund
with a median survival time of 115 days, in contrast to
treated control RsCDX2 or MxICre mice (n = 13;
Fig. 1A). Comparing MxCDX2 mice to controls
6 weeks after poly(I:C) administration revealed a pale
bone marrow with reduced cellularity (Fig. 1B) and a
monomorphic aspect (Fig. 1C) characterized by the
accumulation of blasts expressing the CDX2 mRNA
(Fig. 1D) and protein visualized by western blot and
immunohistochemistry (Fig. 1E,F). In addition, CDX2-
positive blasts invaded several organs leading to
hepatomegaly and splenomegaly and in most cases
thymus atrophy (Fig. 1G,H).

The properties of bone marrow cells were first inves-
tigated using the ex vivo replating assay. As shown in
Fig. 2A, bone marrow cells of control mice (n = 4)
loosed replating potential at the 3rd step. On the con-
trary, cells of MxCDX2 mice (n = 4), while producing
twice less colonies than controls at the 1st plating step
in line with the reduced bone marrow cellularity, main-
tained their growing activity throughout the five suc-
cessive plating steps of this study (Fig. 2A,B). The
second line of characterization of bone marrow cells
was based on transplantation assays. Noteworthy, all
recipient mice transplanted with bone marrow cells of
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MxCDX2 mice (n=38) developed leukemia within
80 days, in contrast to the recipients transplanted with
cells of control mice, which remained healthy (n = 5;
see Fig. 1A). Leukemia in the transplanted mice was
similar to that of the donors, with the expansion of
CDX2-positive blasts in the bone marrow, hep-
atomegaly, and splenomegaly linked to malignant cell
invasion (not shown). Altogether, these data provide
evidence that aberrant onset of CDX2 in the
hematopoietic lineage generates malignant blasts
responsible for acute leukemia, transmissible by trans-
plantation.

3.2. Myeloid vs lymphoid imbalance driven by

ectopic CDX2

Six weeks after poly(I:C) administration, bone mar-
row smears from MxCDX2 mice showed a large pro-
portion of monoblasts, evocative of acute
monoblastic  leukemia.  Flow  cytometry  and
immunophenotyping highlighted the strong imbalance
among bone marrow cell populations (Fig. 3A,B),
characterized by the expansion of monocytic and
granulocytic cells with a nonsignificant increase in
Lin Sca*cKit" progenitors, a slight increase in multi-
potent progenitors, and a strong decay of common
Ilymphoid progenitors. In the myeloid lineage,
megakaryocyte—erythroid progenitors dropped, lead-
ing to a drastic decrease in erythroid cells, reminis-
cent of the pale color of the bone marrow. On the
contrary, monocyte—macrophage and immature neu-
trophil populations largely expanded. In the thymus,
inverse changes in CD4 CD8 and CD4°CD8" popu-
lations revealed a block in T-cell differentiation. In
the spleen, T and B cells decreased, whereas mono-
cyte—macrophage and neutrophil populations
increased. These results showed that CDX2 blocks
lymphoid commitment and erythroid differentiation
to the benefit of monocyte and granulocyte engage-
ment, yet with a defect in complete differentiation.
Transcriptome analyses performed 6 weeks after
poly(I:C) administration revealed 2937 differentially
expressed genes in the bone marrow of MxCDX2 com-
pared with control mice (|log:(fold change)] > 1,
adjP-value < 0.05; Fig. 4A; Table S3). Functional

annotation clustering showed enrichment in genes of
the porphyrin biosynthetic pathway corroborating the
drop of erythroid cells, as well as in genes involved in
cell adhesion and signaling activities suggesting
changes in the interactions of hematopoietic cells with
their microenvironment (Fig. 4B). Differentially
expressed genes also included 221 genes related to
DNA binding and regulation of transcription, of
which genes encoding important transcription factors
for hematopoiesis and leukemogenesis (Table S4).
Among them, transcription factor genes involved in
monocyte emergence were upregulated (/rf8, KIf4,
Cebpa, Egr2, Jun), whereas those of the erythroid
(E2f4, Gatal, Gata2, Gfilb, Hoxa7, Hoxa9, Hoxal0,
Klifl, Meisl, Pbxl, Sox6, Tall, Zfpml) and lymphoid
pathways (Etsl, Etv5, Pax5, Pbxl) were downregu-
lated, consistent with the cellular phenotype. 1010 of
the 2937 deregulated genes exhibited one or several
consensus CDX DNA-binding site(s) in their 2000 to
+50 bp promoters, including /7f8 and Jun involved in
monopoiesis [31,32]. These binding sites for CDX2
integrate into a complex pattern of deregulated genes
encoding transcription factor involved in hematopoi-
esis and the presence of putative DNA-binding sites in
their gene promoters, suggesting a cascade of deregula-
tions initiated by CDX2 (Fig. 4C, Table S5). Interest-
ingly, deregulated genes also included several genes
related to DNA damage and repair (Btg2, Ccndl,
Ebfl, Foxo3, Hmga2, Mgmt, Rad23a, RbI, Xrcc)),
suggesting genome instability. This correlated with the
occurrence of a number of nucleotide changes in the
transcribed sequences of MxCDX2 mice, of which
1001 recurrent mutations present in all three mutant
mice but in none of the three control littermates
(Table S6). 64.6% of these changes were transitions
and 26.7% transversions, the others being microdele-
tions or microinsertions involving < 10 nucleotides.
The predicted molecular effects are given in Table S7
and summarized in Fig. S1. Mutational signature anal-
ysis best fitted with the models A (35%), B and C
(20%), and D (15%) of myeloid leukemia [29]. Substi-
tution profiling according to Ref. [30] also suggested
possible contribution of defects in PMS2-, Exol-,
PMS1-, and UNG-related DNA repair mechanisms
(respectively, 50%, 17%, 12%, and 12% correlation).

Fig. 3. Cellular consequences of the ectopic expression of CDX2.

(A) Example of cytometry pattern in one control and one MxCDX2 mouse. Monocytes—macrophages are Cd11b* Gr1'ow LygC*and SSClow,
Immature neutrophils are Cd11b* Gr1'°"; mature neutrophils are Cd11b* Gr1hsh. Percentages for neutrophils are given compared with single
cells, and for CLP compared with Lin 1I7R Sca1'®¥ cKitl°o¥ cells. In the illustrated examples, CLP represented 0.0243% and 0.000339% of the
bone marrow single cells of control and MxCDX2 mice, respectively. (B) Percent of the indicated cell types in the bone marrow, spleen, and
thymus of control and MxCDX2 mice. CLPs: common lymphoid progenitors; CMPs, common myeloid progenitors; LSK, Lin Sca® cKit*
progenitors; MEPs, megakaryocyte—erythroid progenitors; MPPs, multipotential progenitors. Bars represent means, *P < 0.05; **P < 0.01.

Molecular Oncology 15 (2021) 2318-2329 @ 2021 The Authors. Molecular Oncology published by John Wiley & Sons Ltd on behalf of
Federation of European Biochemical Societies.

-111 -



monocytes/macrophages neutrophils CLP

A 3 .
g o
= 7]
o [/ 8
(& ]
N
x
5 gl 2
> 7. Bk N
= / :
GR1
B
LSK MPP CMP MEP CLP
* * *
0.3 0.10 —— 0.25 0.10 e 0.03
<3 T " 020 0.08] — .
28 0.2 » 0.06 0.15 0.06 . 002
@ —— . o
;g 01 . 0.04 0.10 o . 0.04 0.01
S —te 0.02 " 0.05 — 002
; o " T PR " . .
o 0.0 . . 0.00 . 0.00 : : 0.00 - + 0.00 . —_
= control MxCDX2 control MxCDX2 control MxCDX2 control MxCDX2 control MxCDX2
= . . .
@ pro-erythroblasts monocytes immature neutrophils mature neutrophils
con > 100 50
z
€0 80 40
L 60 30
Eg ) 20
-2 20 10
0 0
control MxCDX2 control MxCDX2 control MxCDX2 control MxCDX2
naive CD4+ B cells monocytes heutrophils
- 50 dek 4 —
T} 2
@ 3 )
o @
(73] =) 2
£
@ 1
=
0
control MxCDX2 control MxCDX2 control MxCDX2 control MxCDX2
CD4- CD8- CD4+ CD8+
dede
é . a0 *% . 80 —— —
B § 30 i 60 .'
- 2 2 40 .
= . .
@ 10 . 20 —%
52 N - . .
control MxCDX2 control MxCDX2

Molecular Oncology 15 (2021) 2318-2329 @ 2021 The Authors. Molecular Oncology published by John Wiley & Sons Ltd on behalf of
Federation of European Biochemical Societies. _ 1 1 2 _



>
w

] vsD 8 -
| )
51015 2

Enrichment score (P < 0.001)
£
1

drug transport

call-cell adhesion
signal transduser activity

Rho protein signal transduction
hospholipase

u‘%naﬁﬁg pggwway

protein kinase activity

gqrphyrin compaund
osynthetic process
receptor protein tyrosine kinase

signaling pathway

semaphorin receptor acfivity
phosphatidate phosphatase activity

739‘“1 CDX2 cebpq
3 S
‘\'5/\

Ho# B Mm@
control MxCDX2

Fig. 4. Molecular consequences of the ectopic expression of CDX2.

(A) Heat map of the differentially expressed genes in the bone marrowof three control and three MxCDX2 mice. The position of the CDX2
gene and of major genes involved in hematopoiesis is indicated. (B) Gene Ontology term enrichment of the differentially expressed
genes. (C) Circos plot of the relationship between the CDX2 protein orseveral transcription factors involved in hematopoiesis, and the
presence of consensus DNA-binding sites for these factors in their 2000 to

+50 bp gene promoter. Green boxes and red boxes represent transcription factors whose genes are, respectively, upregulated and
downregulated by ectopic expression of CDX2. Arrows connect a given transcription factor to the presence of consensus DNA-binding site
(s) for this factor in the promoters of transcription factor genes involved in hematopoiesis. Arrows are, respectively, in blue or orange when
the factor and its target change in the same way or in opposite ways by ectopic expression of CDX2. A table version of this graph is given
in Table S5.

Fig. 5. Involvement of BAMBI in the oncogenic effect of CDX2.

(A) Volcano plot of the differentially expressed genes in the bone marrowof MxCDX2 compared with control littermates. Red: upregulated
genes; green downregulated genes. The position of Bambi is indicated. (B) Comparative expression of the Bambi gene by RT-qPCR in
MxCDX2 (n = 7) and control mice (n = 6). Bars represent means, ***P < 0.001. (B) Expression of the BAMBI gene in human K562 cells
transfected with the pFlag-CDX2 plasmid compared to cells transfected with the control pFlag vector. n = 3; data are given means with SEM.
*P < 0.02. (D) Luciferase activity produced by pBAMBI-Luc in human K562 cells transfected with pFlag-CDX2 or with pFlag. n = 9; data are
given means with SEM. **P < 0.01. (E) CDX2 chromatin immunoprecipitation of BAMBI promoter fragments overlapping the CDX-type
DNA-binding sites 1 and 2 (a) in human K562 cells transfected with pFlag-CDX2 vs pFlag (n = 5), (b) in bone marrow cells of
MxCDX2 vs control mice (n = 2), and (c) in mouse AGK463nuclear extracts immunoprecipitated with anti-CDX2 antibodies or with control
IgG (n = 5). Data are given means with SEM. *P < 0.05. (F) Expression of the CDX2 and BAMBI proteins by western blot in AGK463 cells
(lane 1) in comparison with the bone marrow of control and MxCDX2 mice (respectively, lanes 2 and 3). (G) Karyotype analysis revealing
supernumerary chromosomes (n = 41) in the AGK463 cell line. (H) Relative Cd77b mRNA expression in AGK463 cells transfected with
siRNA@CDX2 or siRNA@Bambi compared with control siRNA, in the absence or presence of TGF-b (n=9). Boxes extend from 25th to
75th percentile, and whiskers represent mean to max. *P < 0.05; ***P < 0.001. (I) Proportion of CD11b"* cells among siGLO"* AGK463
cells transfected with siGLO and the indicated siRNA, and treated ornot with TGF-b.

Molecular Oncology 15 (2021) 2318-2329 @ 2021 The Authors. Molecular Oncology published by John Wiley & Sons Ltd on behalf of
Federation of European Biochemical Societies. 1 1 3



A B C D>‘

24 . 3 _5 1000 *kk << | _* E T
‘q:_’__ ° fBamEu % . % ) _ ‘g " -
-_ oo _ m
g ® CRER - R 1) g 2
L E : ° "up® 3 -.:‘:’

0 3 = o 14 QS 44
= x qof “wes e . 37
= & = . = o
o © =
s S - =
T 2 0 2 4 5 s @ 1 i ' 0 e
log,(Fold Change) control  MxCDX2 pFlag pCDX2 pFlag pCDX2
E K562 cells mice AGK463 cells
site 1 site 2 b site 1 site 2 site 1 site 2
g I i 10 - ¢ 309 % *
— _ 5
g LB 8- ol

= S2- =5 4 = 5207

[ B " — —

> 00 > o 4 - I > O

_ ) s ogE, .|
Rl QE | o g 10
(2] — 2— —
5 S \ S
= oL -
o (o]
g8 &% :8 E§ s B
=2 =2 g S R ®
= = >
F H | =
1 2 3 < no TGFB with TGFB
CDX2 == - = 34 * *kk 4
BAMBI = 5 . E‘Z‘ oo ]
Actin s S—— S, T2 ]
G Bm _Q'I'
o X Ed
@ =
> % = oo 1' E 0-5 |
Ug 0 2= So = Re 1
1°C s 3 e [_ll_‘
S\ “oTeFp— + = 4+ § € 8 % €
/ 7 0 . . < O & < O &
7 ﬁu siRNA SiRNA Z @ %) = @) %
7/’)/]*‘ _ @Cdx2  @Bambi L < 32 L < 3
vl B TE TEZ
0 s ®

The nucleotide changes fell into ~ 400 genes among
which 20 are linked to the GO terms hematopoiesis or
leukemia: Chuk, Dleu2, Gab3, Hdac7, Hdac9, Hectdl,
Kcnab2, Lrrkl, Picalm, Pknl, Ppargclb, Prdml6, Although ectopic CDX2 is expected to alter numer-
Prdx3, Ptpre, Rpl22, Stapl, Trpm2, Vps33b, Wdrl, ous cellular and molecular functions, RNAseq analy-
and Zfp950. sis identified BMP and activin membrane-bound

3.3. CDX2interferes with TGF-b signaling to
perturb the maturation of monoblasts
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inhibitor (Bambi) among the genes with the strongest
stimulation in the leukemia cells of MxCDX2 mice
(Fig. 5A). It was confirmed by RT-qPCR in an inde-
pendent series of control (n = 6) and MxCDX2
(n = 7) animals (Fig. 5B). The BAMBI protein is a
nonsignaling pseudoreceptor of the TGFBR family
that represses the TGF-b pathway [33]. To investigate
whether the overexpression of BAMBI may con-
tribute to the malignant phenotype in MxCDX2 mice,
we first investigated the direct effect of CDX2 on the
expression of the Bambi gene. In human acute mye-
loid leukemia cells K562, CDX2 overexpression by
transfection with the plasmid pFlag-CDX2 increased
the level of endogenous BAMBI mRNA (Fig. 5C)
and also the activity of the [ 3384/+82] human
BAMBI gene promoter [16], as shown in luciferase
reporter assays (Fig. 5D). In silico analysis revealed
two consensus CDX-type binding sites within a
300 bp segment conserved between human and mice
(80% sequence identity) and located, respectively, 560
and 805 bp upstream of the human and mouse
BAMBI transcription start site. Chromatin immuno-
precipitation  (ChIP) with anti-CDX2 antibody
demonstrated the occupancy of both CDX-type sites
by the CDX2 protein in pFlag-CDX2-transfected
K562 cells unlike cells transfected with the control
plasmid pFlag (Fig. 5Ea). Moreover, the correspond-
ing sites in the mouse Bambi gene promoter were also
occupied by CDX2 in vivo in bone marrow cells of

MxCDX2 compared  with control littermates
(Fig. 5EDb).
Next, advantage was taken from the replating

potential of MxCDX2 bone marrow cells to derive a
cell line, named AGK463. This cell line expressed the
CDX2 and BAMBI proteins (Fig. 5F), exhibited a
monoblastic phenotype, and showed aneuploidy
(n = 41 chromosomes, Fig. 5G), in line with the gen-
ome instability mentioned above in bone marrow cells
of MxCDX2 mice. Anti-CDX2 ChIP also demon-
strated the binding of the CDX2 protein on both CDX-
type binding sites of the Bambi promoter in AGK463
cells (see Fig. 5Ec). These cells were used to investigate
the effect of CDX2 and BAMBI on their differentiation
potential in response to TGF-b. For this purpose,
cells were transfected with control siRNA or with
siRNA@CDX2 or siRNA@Bambi, whichdecreased by
twofold the corresponding mRNA levels. As shown in
Fig. 5H, in the absence of TGF-b, thelevel of Cdl1b
mRNA was poorly affected in cells transfected with
either siRNA@CDX2 or siRNA@- Bambi compared
with control siRNA. On the con- trary, when TGF-b
was added in the culture medium, decreasing the level
of CDX2 transcript with

siRNA@CDX2 stimulated Cd/1b expression. More-
over, Cdl1b expression was also stimulated upon TGF-
b signaling activation in the CDX2-expressing AGK463
cells transfected with siRNA@Bambi. By cytometry,
the proportion of AGK463 cells expressing CD11b at
the membrane increased by transfection with
siRNA@CDX2 or siRNA@Bambi, and the increase
was further strengthened after TGF-b treat- ment (Fig.
5I). Thus, one of the effects of CDX2 is to jeopardize
the TGF-b-dependent maturation of mono- cytes
through its stimulatory effect of the expressionof the
TGF-b signaling inhibitor BAMBI. BAMBI represents
a mediator of the oncogenic potential of CDX2 in
hematopoietic cells by compromising the impact of
TGF-b on monocyte differentiation.

4. Conclusion

In conclusion, this study shows that the ectopic expres-
sion of CDX2 in the hematopoietic linecage triggers
acute leukemia associated with genome instability and
profound changes in gene expression patterns. The
malignant phenotype observed here is more drastic and
penetrant than in a recent model leading predominantly
to myelodysplasia by targeting CDX2 selectively in
hematopoietic stem cells [10], likely because the induc-
tion of CDX2 driven by the MxICre allele affects more
cells of the hematopoietic lineage than only stem cells.
Previous studies have shown that the proliferation of
acute myeloid leukemia cells is compromised when
CDX2 is knocked down, and, conversely, that inducing
Cdx2 ex vivo in hematopoietic progenitors increases
self-renewal [8]. The present data are in line with these
observations, and they further show that CDX2 also
introduces a bias in hematopoiesis in favor of the mye-
loid lineage, while compromising the maturation of
monocytes through its stimulatory effect on a negative
regulator of the TGF-b signaling pathway, BAMBI.
Thus, unlike its tumor suppressor activity at its physio-
logical site of expression, the gut, the CDX2 homeobox
gene is oncogenic in the ectopic setting of the
hematopoietic lineage. Although these puzzling effects
are far from being completely understood, they high-
light the context-dependent function of this gene. A
context-dependent activity of CDX2 has already been
described regarding its nontranscriptional activity on
DNA repair between colon cancer and leukemia cells
[18]. Recent studies highlighting the role of CDX2 in
the maintenance of open chromatin domains also allow
anticipating a context-dependent effect of this homeo-
protein at the transcriptional level [34,35], since the ulti-
mate effect of keeping open chromatin regions depends
on the specific repertoire of DNA-binding factors able
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to interact with these regions in each particular cell
type. Besides, we have previously reported that the level
of CDX2 has an impact on the cellular and molecular
microenvironment in the intestinal epithelium [4], and
the present study shows that it also has an effect on the
way leukemia cells respond to an extracellular signaling
molecule, namely TGF-b. Because of the complexity of
TGF-b signaling with regard to the number of members
of this pathway and to its connection with other path-
ways, further studies are needed to thoroughly explore
how CDX2 interferes with them. Yet, these data under-
score the role played by CDX2 as a major actor of the
crosstalk with the extracellular microenvironment in
both physiological and pathological situations.
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Fig. 6. Expression du géne CDX2

(A) Résultats de RT-gPCR ciblant I'expression du gene CDX2 dans les 3 lignées
leucémiques (K562, NB4, Nalm-16), 2 lignées intestinales (HT29, TC7) et 2 lignées
gastriques (MKN45, AGS) humaines. Normalisation avec le géne de ménage TATA-
Binding Protein (TBP). (B) Résultats de Western Blot dans les mémes lignées
cellulaires humaines. Pour les lignées leucémiques, une immunoprécipitation a l'aide
d'un anticorps @CDX2 a partir de 2mg de protéines totales a été réalisé. En contrdle,

des IgG ont été utilisés pour I'immunoprécipitation.
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L'expression du géne CDX2 est dérégulée dans 3 contextes pathologiques éclectiques
que sont les cancers colorectaux (CCR), les carcinomes gastriques et les leucémies
aigués??13273¢1 Pourtant, aucun changement de méthylation de son promoteur, d'amplification
de son locus ou de mutations |'affectant n‘ont été répertoriées de maniére systématique chez les
patients. Nous faisons donc I'hypothese que des mécanismes transcriptionels anormaux se

mettent en place.

Pour comprendre les mécanismes de dérégulation mis en jeu, une étude globale de la
régulation épigénétique du géne CDX2 a été amorcée. Elle s'effectue dans 3 contextes en
paralléle : des lignées cellulaires cancéreuses intestinales, compartiment dans lequel son
expression est physiologique et diminuée dans les CCRs (Caco-2/TC-7, CDX2+ vs. HT-29,
CDX2-), ainsi que des lignées gastriques (AGS, CDX2+ vs. MKN-45, CDX2-) et des lignées
leucémiques (NB-4, CDX2+ vs. K-562, CDX2-), ou son expression est a l'inverse aberrante.
L'étude a consisté dans chacun de ces contextes en un travail comparatif entre deux lignées,
exprimant ou non CDX2. Pour distinguer entre contextes myéloide et lymphoide, nous avons,
en cours de route, intégré a cette étude une lignée leucémique humaine de LAL-B (Nalm-16,

CDX2+).

La stratégie est en deux étapes : identifier des régions de chromatine active par ATAC-seq et
ChlP-seq, puis parmi elles, celles qui se rapprochent physiquement de son promoteur proximal
par capture de la conformation du chromosome (en l'occurrence le 4C). Nous avons pour idée
de recouper ces 2 sets d'informations afin d'identifier les enhancers et silencers potentiels de

CDX2. Peut-étre en existe-t-il des spécifiques selon les contextes cellulaires ?

A. Validation de U'expression de CDX2

L'expression du géne CDX2 a été vérifiée dans les 7 lignées cellulaires, au niveau
transcriptionnel et protéique. De par son niveau d'expression faible dans la lignée leucémique
NB4, une immunoprécipitation ciblant la protéine CDX2 a été effectuée pour valider son

expression dans les lignées leucémiques (Fig. 6A&B).
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Nous avons ainsi pu confirmer la présence de '’ARNm et de la protéine CDX2 dans les lignées
Caco2/TC7, AGS, NB-4 et Nalm-16, et I'absence d'expression ou une faible expression du géne

CDX2 dans les lignées HT-29, MKN-45 et K-562. Ces résultats sont en accord avec la littérature.

B. Régions de chromatine active

1. ldentification des régions de chromatine actives par ChIP-seq

La premiere étape de l'investigation a consisté a rechercher des régions de chromatine
active, accessible aux facteurs de transcription. Des immunoprécipitations de chromatine,
suivies d'un séquencgage (ChlP-seq), ici par la technologie Illlumina, ont permis d'identifier les
régions chromosomiques portant les modifications d’histones activatrices : la triméthylation de
la lysine 4 de I'histone H3 (H3K4me3), et I'acétylation de la lysine 27 de I'histone H3 (H3K27ac)
(Fig. 7A). Lors de la mise au point du ChlP, différentes conditions de sonication ont été testées.
Les profils de sonication obtenus nous ont permis d'opter pour un temps de sonication de

10min, pour I'ensemble des lignées (Fig. 7B).
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Fig. 7. ChIP-seq : principe de la préparation de la chromatine.
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(A) Principe du ChIP-seq : La technique permet d'immunoprécipiter, a l'aide
d'anticorps, une protéine donnée et les portions de chromatine soniquée avec
lesquelles elle interagit. Les fragments récupérés sont ensuite séquencés par
[llumina. (B) Profils obtenus aprés les temps de sonication indiqués pour les

différentes lignées cellulaires. L'astérisque rouge indique la taille de 500 pb.

Préalablement au séquencage, un contréle qualité des fragments immunoprécipités a été
effectué, et a permis de confirmer que les fragments immunoprécipités correspondaient bien
majoritairement a de la chromatine active. Nous observons par gPCR un enrichissement de 2
régions connues pour étre transcrites (donc porteuses des modifications activatrices étudiées),
que sont les génes ACTB2 et GAPDH. Deux régions intergéniques non transcrites (Neg1/2)

n‘ont pas été retrouvées parmi les fragments immunoprécipités. (Fig. 8).
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Fig. 8. ChIP-seq : PCR de contréle des ChIP.

Contréle par gPCR : vérification de I'enrichissement supérieur en chromatine
active (genes ACTB2 et GAPDH) vs chromatine inactive (Neg1/2 : régions
intergéniques non transcrites). Les graphes représentent en ordonnée le % de
fragments immunoprécipités par rapport a la quantité initiale pour les 4
régions chromosomiques choisies, les 6 lignées cellulaires et les 2 marques

actives.
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Les résultats du séquencage se présentent sous la forme de pics obtenus a partir des fichiers
.wig de séquencage, grace au logiciel Integrated Genome Browser (IGB), et correspondent a un
enrichissement de la présence d'une région donnée dans l'ensemble des fragments
immunoprécipités . A I'échelle du génome, ces résultats seuls ne sont pas trés parlants puisqu'il
s'agit de modifications d'histones trés répandues. Des différences sont néanmoins observables
entre les 6 conditions, au niveau du locus de CDX2 (situé en 13q12.2). La lignée Caco2/TC7
présente un net enrichissement pour les 2 modifications d’histones activatrices, en comparaison
avec la lignée HT-29. La lignée gastrique AGS présente davantage de marques H3K27ac que la
lignée MKN-45. Ces 2 lignées gastriques présentent toutes deux un enrichissement en marques
H3K4me3 (Fig. 9).
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Fig. 9. Profils du ChIP-seq

Les résultats des ChlIP-seq se représentent sous forme de pics, correspondant a en
enrichissement en régions de chromatine portant une modification post-
traductionnelle d’histone donnée. L'analyse est ici centrée sur le locus du géne
CDX2 (indiqué en bleu). Est indiqué en jaune la localisation du enhancer de CDX2
identifié dans I'épithélium intestinal (Benahmed 2008). Les marques H3K27ac sont
représentées par des ronds, et les marques H3K4me4 par des carrés. Leur couleur
dépend du compartiment étudié : vert pour l'intestin, rouge pour I'estomac, violet

pour le compartiment hématopoiétique.
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Nous pouvons remarquer la présence d'un pic en amont du géne CDX2, au niveau d'une région
située a environ 10000 pb du +1 de transcription. Ce enhancer pourrait correspondre a celui
décrit par Benahmed et al., (2008), et n’est pas retrouvé dans les lignées gastriques ni dans les
lignées leucémiques suggérant qu'un mécanisme de régulation impliquant cet enhancer serait
spécifique de l'intestin. Au niveau des lignées leucémiques qui expriment CDX2 (NB-4 et Nalm-
16), nous observons également une décondensation de la chromatine au niveau du géne FLT3
situé environ 35 000 (pour I'extrémité 3’) a 130 000 (pour I'extrémité 5’) pb en amont du géne
CDX2. Une analyse bioinformatique plus détaillée est nécessaire pour déterminer de maniere

plus sensible les spécificités des profils.

2. ldentification de la chromatine active par ATAC-seq

L'ATAC-seq (Assay for Transposase-Accessible Chromatin + sequencing) est une
technique complémentaire du ChIP-seq pour étudier la chromatine active : elle consiste a
incuber la chromatine avec la transposase Tn5. Cette enzyme accéde uniquement aux régions
décompactées de la chromatine et va la fragmenter. Des adaptateurs sont incorporés
simultanément aux extrémités des fragments, permettant ainsi de les purifier, amplifier et
séquencer (Fig. 10A). Avant le séquencgage, nous avons controlé la qualité de la digestion par la
Tn5, en testant la présence dans le pool de chromatine purifiée d'une région active (promoteur

du géne Actine) et inactive (région intergénique) (Fig. 10B).
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Fig. 10. Initiation de I'’ATAC-seq
(A) Principe de I'ATAC-seq: La technique
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les séquencer. (B) La gPCR a été effectuée en recherchant la présence d'une région
de chromatine active (Actine) et inactive (région intergénique) parmi |'’ADN
fragmenté et purifié. On estime qu'il faut au moins 2Ct de différence entre la région

active et inactive pour considérer comme bonne la qualité des échantillons.

A l'issue du séquencage, les pics obtenus correspondent aux régions ou la transposase a pu

couper, et donc ici aussi aux régions ou la chromatine est ouverte. (Fig. 11).
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Fig. 11. Profils de I'ATAC-seq.

Les résultats de 'ATAC-seq se représentent sous forme de pics, correspondants aux
régions enrichies ou la transposase Tn5 a pu couper, et donc aux régions de

chromatine accessibles aux facteurs de transcription.

Les profils ainsi obtenus a l'issue du ChIP-seq et de I'’ATAC-seq ont été comparés. Pour chaque
lignée, nous observons une bonne corrélation entre les deux profils (Fig. 12), indiquant que ces

deux approches sont robustes pour mettre en évidence les régions actives de la chromatine.
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Fig. 12. Superposition des profils de ChIP-seq et ATAC-seq
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Pour chaque lignée étudiée indiquée a droite, les profils obtenus par ChlP-seq détectant les régions enrichies en marques

actives H3K27ac (rond) ou H3K4me3 (carré) et par ATAC-seq (étoile) autour du locus du géne CDX2 ont été alignés. Pour

les cellules Nalm-16, nous ne disposons que du profil d’ATAC-seq. La position du géne CDX2 est indiquée par les pointillés

bleu.
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C. Bivalence du promoteur proximal du géne COX2

CDX2 fait partie des génes développementaux dotés de promoteurs bivalents,
caractérisés par la présence de modifications d'histones activatrices et inactivatrices
simultanément'3®3%. Cette cohabitation permet un contréle rapide et efficace de leur activation,
leur permettant une réponse transcriptionnelle efficace. Pour ces geénes, |'expression est

conditionnée par la perte de modifications répressives.

Notre étude s’est ainsi poursuivie par une analyse comparative quantitative de modifications
d'histones, localisée au niveau du promoteur proximal de CDX2, dans les différentes lignées.
Nous nous sommes intéressés aux 2 modifications activatrices précédentes (H3K27ac et
H3K4me3), mais aussi a la modification inactivatrice trés répandue, H3K27me3. L'approche a
consisté en des ChIP ciblant ces 3 modifications d'histones, suivis de gPCR amplifiant
spécifiquement une portion de la région 5" du gene CDX2 (Fig. 13A). Au niveau du promoteur
proximal du géne CDX2, une diminution des modifications inhibitrices de type H3K27me3 est
effectivement observée dans la lignée intestinale exprimant CDX2, en méme temps qu'une
nette augmentation des marques activatrices (H3K27ac et H3K4me3). Les modifications
H3K27me3 et H3K4me3 restent en moyenne inchangées dans les lignées gastriques. Le
promoteur proximal de CDX2 y est en revanche enrichi en modifications H3K27ac. Enfin, dans
les lignées leucémiques, I'expression de CDX2 corréle avec I'amoindrissement de marques
H3K27me3. La lignée NB4 ne présente pas d'enrichissement en modifications activatrices,
tandis que la lignée Nalm-16, exprimant beaucoup plus fortement CDX2, démontre un fort taux

de modifications activatrices H3K4me3 (Fig. 13B).

Fig. 13. Etude du promoteur proximal du géne CDX2

(A) Région du promoteur proximal du géne CDX2 ciblée par la gPCR, d'aprées Sun
et al.,, 2017. (B) Les résultats de ChIP-gPCRse présentent sous la forme du
pourcentage de la portion de chromatine étudiée immunoprécipitée par rapport a
la chromatine totale initiale (input) et est normalisée par rapport a la lignée
considérée comme négative pour CDX2. Le ChIP-gPCR a été réalisé dans les 7
lignées cellulaires humaines K-562, NB-4 et Nalm-16 (leucémiques, HT29 et TC7
(intestinales) et MKN45 et AGS (gastriques). Les modifications H3K27me3 d'une
part et H3K27ac et H3K4me3 d'autre part sont considérées respectivement comme

inhibitrices et activatrices de la transcription.
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D. Régions en interaction avec le promoteur proximal de CDX2

Comme mentionné en introduction, les enhancers sont des régions régulatrices situées a
distance du site d'initiation de la transcription et qui interagissent par un repliement de la
chromatine avec le promoteur proximal. La derniére étape a laquelle jai pu contribuer a
consisté en la réalisation d'un 4C-seq (Circularisation Chromosome Conformation Capture-on-
Chip + sequencing) sur les 7 lignées, afin d'identifier les régions de chromatine qui interagissent
transitoirement avec le promoteur de Cdx2. Cette technique permet une détection non biaisée
des régions chromosomiques qui interagissent avec une région donnée spécifique. Elle
consiste a maintenir proche les 2 régions temporairement en interaction par cross-linking, puis a
les ligaturer bout a bout pour les amplifier et les séquencer. L'alignement sur un génome de

référence révele les régions qui se rapprochent du promoteur proximal de CDX2 (Fig. 14A).
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Le prérequis a cette technique est du coup de connaitre la séquence du promoteur proximal de

Cdx2 pour mettre au point les amorces adéquates pour I'amplification PCR. Son site d'initiation

de la transcription (TSS) était connu dans l'intestin?**, mais rien n'assurait qu'il soit maintenu en

contexte ectopique. Apres avoir vérifié par RACE (Rapid Amplification of cDNA Ends) que le site

d'initiation de la transcription de CDX2 était similaire dans les différents contextes cellulaires,

I'approche de 4C a été mise au point. (Fig. 14B).
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(A) Principe du 4C-seq: La technique consiste a maintenir proche les 2 régions
temporairement en interaction par cross-linking, puis a les ligaturer bout a bout pour
les circulariser, les amplifier et les séquencer. L'alignement sur un génome de
référence révéle les régions qui se rapprochent transitoirement du promoteur
proximal du gene CDX2. (B) Schématisation des résultats du RACE : Le premier exon
du géne CDX2 est représenté en gris. Il porte le codon ATG d'initiation de la
traduction. L'amplification des fragments obtenus par RT a été réalisée a I'aide d'une
amorce située en position 601 du géne CDX2. Pour chaque lignée TC7 (vert), AGS
(rouge) et NB4 (bleu), les traits horizontaux représentent la longueur des fragments
obtenus par RACE, clonés et séquencés. L'amplification de I'extrémité 5’ du gene
CDX2 ne révéle pas de modification du site d'initiation de la transcription entre les 3

contextes cellulaires.

Pour le 4C, I'étape d’amplification par PCR nécessite la mise au point au préalable d'amorces
spécifiques de la région d'intérét, ici le promoteur proximal de CDX2, cela en tenant compte de
la position des sites de restrictions utilisés pour la digestion enzymatique, ici par Dpnll et Cspél

(Fig. 15).
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Fig. 15. Choix des amorces pour la PCR
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Chaque étape du 4C est ensuite contrélée par dépdét d'un aliquot des échantillons sur gel

d'agarose, et migration électrophorétique (Fig. 16).
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Fig. 16. Contréles de digestion et ligation.

(A) La majorité des fragments d’ADN doivent étre inférieurs a Skb aprés la premiére
digestion enzymatique (Dpnll). (B) Un shift de poids moléculaire doit étre observé a
I'issue de la premiere ligation. (C) La majorité des fragments d’ADN doivent étre
inférieurs a 2,5kb aprés la seconde digestion enzymatique. (D) A l'issue de la

seconde ligation et de I'amplification PCR, des bandes de faible poids moléculaires

doivent étre visibles.

Les ADN ont été amplifiés par PCR a I'aide d'oligonucléotides portant un index spécifique
de chaque lignée et les ADN amplifiés ont été regroupés et livrés a la plateforme de
séquencage. Le séquencage récent a permis de générer 309,547,362 « reads » de qualité

validée. L'analyse bioinformatique des résultats de séquencage est en cours.
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DISCUSSION



Partie 1



La modélisation des leucémies s'effectuait initialement par exposition des souris a des
radiations, agents viraux et composés chimiques. Elle fournissait un support de travail pour la
mise au point de chimiothérapies. C'est par intérét pour les anomalies génétiques sous-jacentes
a la pathologie qu‘ont commencé a se développer des approches transgéniques, permettant
de faire s'exprimer des génes de fusions (PML-RARA, AML1-ETO) ou des génes mutés (NMP1c,
FLT3-ITD). Les modeles permettent également de moduler I'expression de genes ayant déja un
réle hématopoiétique (MLL, IDH1/2), ou bien d'induire une expression ectopique de génes

normalement réprimés dans ce compartiment¢?.

. Description de la pathologie se développant dans les souris
MxCdx2

Une expression ectopique de CDX2 a été observée dans 80% des LA, myéloides ou
lymphoblastiques. Dans le but de comprendre I'implication de CDX2 dans le développement
de ces maladies, nous avons développé au laboratoire un nouveau modele original de
surexpression de CDX2 dans les cellules sanguines immatures de la moelle osseuse. Aprés
induction de l'expression de CDX2, les souris MxCdx2 présentent une moyenne de survie
globale de 90 jours. Une expression de CDX2 est retrouvée dans leurs cellules de moelle
osseuse (RT-gPCR et Western Blot), et leur immunophénotypage révéle un blocage de la
différenciation lymphoide et la réduction du lignage mégacaryocyte-érythroide, associé a un
envahissement par une population de cellules monocytaires immatures. L'analyse
anatomopathologique de frottis médullaires et sanguins confirme I'envahissement médullaire
par ces blastes et leur fuite dans le sang périphérique : avec plus de 80% de monocytes
observés dans la moelle osseuse, il s'agit d'une leucémie aigué myélomonocytaire’. L'analyse
histologique de rates, foies et thymus atteste d'une atteinte de ces organes, traduite par une
infiltration cellulaire et/ou perte d'architecture. Il est admis que les LAM de type
myélomonocytaire (M4 et M5 de la classification FAB) présentent un envahissement
extramédullaire important®®. Rate et foie sont des sites d'invasion privilégiée, I'hypothése étant
que leur importante vascularisation, associée a la perméabilité des capillaires seraient
déterminantes dans le processus d'invasion. L'involution thymique, observable dans une
minorité de cas chez notre modeéle, est un phénomeéne normal avec I'age, et déja observée dans

la modélisation de LAM chez la souris3¢43¢5,
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Rawat 2004 / Scholl 2007 Vu 2020 Mx1-Cre 2021

Mode Transduction pCdx2 !
dinduction + Greffe Scl-CreERT2 LysM-CreERT2 Mx1-Cre
Compartiment
. M.O. totale CSH GMP CSH - MPP ?
cellulaire
SMD

Granulo- / Monocytes / GMP / Granulocytes / Monocytes
monocytopoiése immatures et monocytes immatures

Figure 30. Comparaison de modéles murins d’expression de Cdx2 dans le compartiment hématopoiétique

Au travers des différents modeéles, certaines tendances sont observables : perte des populations lymphoides et
érythroides, et expansion de populations myéloides : granulocytaires et/ou monocytaires. Mettre en parallele ces
données met en avant que le timing d'induction semble déterminant dans I'agressivité de la pathologie. L'article de
Vu met aussi en évidence que méme en étant exprimé dans le lignage des granulocytes et monocytes, I'expression de

Cdx2 parvient a perturber I'érythropoiese. Rawat et. al, 2004, Scholl et. al, 2007, Vu et. al, 2020, Galland et. al, 2021.
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La modélisation de I'expression de CDX2 dans le compartiment hématopoiétique avait déja été
entreprise par le passé. Rawat et al., se sont apercus en 2004 que |'expression seule de CDX2, et
non pas celle du géne de fusion ETV6-CDX2 initialement étudiée, induisait une LAM
transplantable chez la souris®**%*¢. Ce premier modéle, ainsi que celui développé par Scholl et
al., en 2007 impliquaient une transduction de la séquence du gene CDX2 dans des cellules
murines in vitro, suivie de leur transplantation dans des souris irradiées. Dans ces deux modéles,
des LAM a cellules trés peu différenciées (MO-M1) se développent #°'. Le modeéle murin se
rapprochant le plus des Mx-Cdx2, du point de vue mise au point, est celui développé
récemment par Vu et al., permettant une expression inductible in vivo de CDX2, dans les CSH.
L'induction s'effectue par injection de tamoxiféne, activant une Cre-ER™ sous le contréle du
promoteur du géne Tal1/Scl. Les souris présentent une médiane de survie largement
supérieure (301 jours vs 91 jours pour le modele MxCDX2), et développent des SMD et SMP
dont une fraction seulement (23%) évolue en leucémie aigué de phénotypes divers*®, la plupart

en LAM myéloérythroides, avec parfois des LAL.

Les différentes modélisations employées par ces 2 groupes partagent cette méme vocation
d'élucider le réle oncogénique de CDX2 dans le compartiment hématopoiétique en y induisant
son expression. Le contexte cellulaire dans lequel cette induction intervient est cependant
différent d'un modéle a un autre. Le promoteur du gene Tal1/Scl permet en effet une induction
de l'expression du gene CDXZ2 ciblée dans les CSH, tandis que, sous la dépendance du
promoteur Mx1, celle-ci déborde jusque dans les progéniteurs multipotents. Dans le modéle de
Scholl, la surexpression est effectuée de maniére ciblée dans des CSH in vitro. Dailleurs,
I'intensité de cette induction est questionnable, puisque que les souris Scl-Cdx2 induites par
ingestion de tamoxiféne (croquettes), présentent une expression de CDX2 900 fois inférieure a
celles du modele de Scholl... Les effets observés varient ainsi entre ces 3 contextes, permettant

d'établir un parallele intéressant entre les mécanismes conséquents mis en évidence.

ll. Cdx2 transforme les cellules hématopoiétiques

Les tests de réensemencement en série en milieu de méthylcellulose ont montré que seules

les cellules de MO de souris Mx-Cdx2 leucémiques sont capables de former des colonies au-
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dela de 3 réensemencements. Ce maintien reflete trés probablement la capacité de
prolifération et/ou une résistance a 'apoptose accrues des monocytes immatures observés dans
la MO, et démontre in vitro le pouvoir transformant de CDX2 dans ces cellules. Ces observations
sont confirmées in vivo par la transplantation d'une fraction (100 000) de cellules de MO totale
de souris Mx-Cdx2 induite & des souris Nod Scid Gamma (NSG), conduisant a la méme
pathologie chez ces dernieres et a leur décés encore plus rapide (médiane de survie de 50

jours).

Cette étude est complémentaire a celle de Scholl et al., qui avait montré que la surexpression
de Cdx2 dans des cellules de moelle osseuse de souris saine (wild type) leur apportait un
potentiel de réensemencement en série?”’. Aussi, un abstract publié en 2017, avance que le KD
de CDX2 dans les lignées de LAM SKM1 et EOL-1 réduit également leur clonogénicité, sans

367 | ors

pour autant affecter leur prolifération, apoptose et progression dans le cycle cellulaire
de notre étude, un suivi de la prolifération des cellules leucémiques murines, en diminuant ou
non |'expression de CDX2 (électroporation de siRNA), a été effectué, mais aucune variation
n‘avait été observée (résultats non publiés). Enfin, les cellules de MO des souris Scl-Cdx2 n‘ont a
I'inverse pas démontré de hausse de potentiel de réensemencement®. Les auteurs en
concluent a une réduction du potentiel d'autorenouvellement des CSH, qu'ils ont confirmée in
vivo, par la mise en compétition de cellules WT et Scl:Cdx2, transplantées chez des souris

irradiées : apres injection de tamoxifene, le chimérisme se perd progressivement en faveur des

cellules WT?3%¢,

lIl. Cdx2 interfere avec 'hématopoiése

A. Cdx2 favorise la différenciation des progéniteurs myéloides

1. Pas de modification de 'autorenouvellement et de la différenciation

Les immunophénotypages et tri cellulaires effectués a partir de MO totale des souris Mx-
Cdx2 induites, n‘ont pas révélé de blocage significatif de la maturation des CSH en présence de

CDX2. Cela, contrairement a des observations antérieures in vitro, ou son expression diminuait
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I'engagement de cellules souches embryonnaires envers le lignage hématopoiétique, et

diminuait la différenciation de progéniteurs hématopoiétiques®®.

Pour le modeéle des souris Scl-Cdx2, I'analyse transcriptomique a permis de montrer que les
cellules progénitrices Cdx2+ des souris portent en revanche moins de marqueurs
d'autorenouvellement (analyse globale par Gene set enrichment analysis (GSEA) des geénes
impliqués dans l'autorenouvellement), et semblent davantage s'engager dans la différenciation.
Y est assimilée la réduction d'expression des génes HOX, allant classiquement de pair avec la

baisse d'autorenouvellement et la différenciation cellulaire3®.

2. Expansion préférentielle de cellules myéloides immatures

Comme mentionné précédemment, les cellules malignes envahissant la cavité
médullaire sont monoblastiques et bloquées dans leur différenciation. Les données de |'analyse
transcriptomique corrélent raisonnablement avec cette observation, en révélant une
augmentation de I'expression de 5 genes clés de la différenciation monocytaire que sont Irf8,
Klf4, CebpA, Egr2 et Jun. Ceux-ci contribuent a aiguiller la différenciation myéloide vers le
lignage monocytaire. L'implication de chacun d’entre eux reste néanmoins paradoxale, du fait
de leurs réles multiples dans les processus hématopoiétiques, mais aussi de leur potentiel
antagonisme. |l existe par exemple une balance entre I'expression de JUN et CEBPA favorisant
la prolifération cellulaire dans les LAM?**?. |l faut d'ailleurs aussi garder a |'esprit que, quel que
soit le niveau d'expression d'un géne, l'action de la protéine en découlant peut ensuite étre
endiguée de diverses facons. A I'exemple de CEBPA, dont la contribution a la granulopoiese est
compromise par des interactions protéine-protéine avec C-JUN?*°. La mise en évidence de la
dérégulation des protéines codées par ces génes reste a réaliser. La hausse d’expression de ces
genes est donc associée a un engagement myéloide préférentiel, mais n’explique pas le

blocage de maturation des monocytes.

De la méme manieére, la perte des progéniteurs mégacaryocytes-érythroides corréle avec la
diminution significative de I'expression de génes supportant leur maturation comme Gfi1b%",

E2f4372, Gata-13"3, Meis-13"%375, Sox-6°7¢ ou encore Zfpm 1377,
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B. Cdx2 inhibe 'engagement vers le lighage lymphoide

L'immunophénotypage a révélé une diminution drastique des progéniteurs lymphoides
(CLP) entrainant une perte quasi-totale du lignage lymphoide dans les souris Mx-Cdx2,
suggérant que la présence de CDX2 interfere avec des mécanismes clés permettant

I'engagement lymphoide.

Cette piste est supportée par la surexpression chez le modéele Mx-Cdx2 de génes connus pour
modifier I'accessibilité de la chromatine en faveur du lignage myéloide. In vitro, il a par exemple
été montré que CEBPA et KLF4 participent a la reprogrammation des cellules pre-B en
macrophages, notamment via le recrutement de la déméthylase TET2%783%_ || a récemment été

attribué une action similaire de EGR238",

Au niveau de la chromatine, une analyse en ATAC-seq comparative dans le modéle Scl-Cdx2 vs
controle, a révélé que la présence de CDX2 augmente l'accessibilité d’enhancers associés a la
différenciation myéloide, les régions rendues davantage accessibles présentant par exemple
des sites de fixation de CEBPA**¢. CDX2 avait déja démontré sa capacité a impacter
I'accessibilité de la chromatine dans le contexte intestinal?*. Elle était également observée dans
les blastocystes, ou il réquisitionne BRG1, sous-unité catalytique de complexes de remodelage
de la chromatine, pour réprimer I'expression du géne de pluripotence OCT4**2, CDX2 et BRG1
cooccupent également plusieurs loci dans la lignée HEK293, suggérant que BRG1 pourrait
faciliter l'accessibilité des cibles de CDX2?*®. BRG1 semble par ailleurs participer au
développement des lymphocytes B, en facilitant I'accés de combinaisons de facteurs de

383 X

transcription spécifiques comme E2A, EBF1 et lkaros®®® a des enhancers. Il participe également

au développement des lymphocytes T**4, des granulocytes®®

et des érythrocytes®®, autant de
lignages amoindris en présence de CDX2... !l Peut-étre CDX2 le détourne-t-il de ses fonctions
hématopoiétiques en s'exprimant dans ce compartiment ? Il serait intéressant de tester si ces 2

protéines interagissent entre elles.

Il 'a dailleurs été montré que la survie et le potentiel d'auto-renouvellement des cellules
leucémiques pouvait étre supporté par le complexe SWI/SNF : certaines cellules se reposeraient

sur BRG1 pour le maintien de leurs programmes transcriptionnels oncogéniques. BRG1 favorise
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leur prolifération et viabilité, par exemple en maintenant |'occupation de FTs au niveau d'un

enhancer de MYC'®",

Les analyses transcriptomiques supportent le blocage d’engagement lymphoide. C'est le cas
par exemple de la baisse d'expression d' E2F4, dont la délétion dans les CLP diminue
I'expression du FT d'engagement lymphoide lkaros®®’. L'expression du FT PBX1 est également
diminuée chez notre modele murin, lequel restreint la maturation myéloide et préserve le

potentiel lymphoide des progéniteurs hématopoiétiques®®.

Curieusement, dans les souris Scl-Cdx2, aucune baisse significative des CLP n’est observée.
Cependant, alors que la population T n’est pas affectée, une perte des progéniteurs B et des

cellules matures est observée chez ces souris, suggérant que CDX2 bloque la lymphopoiése B.

Un haut taux de méthylation est requis pour assurer 'engagement lymphoide. La perte partielle
de DNMTT1 est par exemple associée a la hausse d'expression de génes myéloérythroides3®’.
Peut-étre |'expression ectopique de CDX2 entraine-t-elle une déméthylation de I'ADN,

engendrant une restriction myéloérythroide.

Enfin, la hausse ciblée de la population de MPP pourrait peut-étre provenir de l'incapacité de
certaines cellules a s’engager dans le lignage lymphoide, et qui s'accumuleraient donc a ce

stade normalement transitoire de différenciation...

C. Qu'en est-il des genes HOX?

Comme mentionné précédemment, CDX2 est un régulateur des génes HOX lors de
I'nématopoiese primitive. Leur expression se maintient tout au long de la vie adulte, et
contribue a I'établissement et la différenciation des différents lignages. De maniére générale,
leur expression est davantage retrouvée dans les progéniteurs en prolifération, puis diminue au
cours de la différenciation. Dans les LAM, leur expression peut étre perturbée par des
réarrangements les impliquant eux-mémes ou bien par des mutations et réarrangement
affectant leurs régulateurs. De par le role des génes HOX dans l'autorenouvellement des
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progéniteurs hématopoiétiques, on suppose que la dérégulation de leur expression soutient la
maintenance des CSL. Leurs contributions a la leucémogenése sont progressivement
investiguées par des études de perte et de gain de fonction. Leurs profils d'expression dans les
cellules leucémiques ne semblent pas uniquement influencés par leur stade de

différenciation?30.390.391,

Le point commun notable entre les modeles Mx-Cdx2 et Scl-Cdx2 est la diminution globale
d'expression des génes HoxA. HoxA? est celui dont la diminution est la plus importante dans
notre modeéle, tandis qu'il présente plutét une tendance a la surexpression dans les leucémies
en général chez 'Homme®2. On peut néanmoins associer ici sa diminution a la disparition du
lignage lymphoide, puisqu'il semble, avec FLT3, étre essentiel a la lymphopoiése B373%. Les
souris déficientes en Hoxa9 présentent une diminution de CLP, CMP et GMP, et de leurs
précurseurs lymphoides B et T, tout en conservant un pool normal de CSH3*. La diminution
d'expression du génes Hoxa7 avait déja été associée a la réduction de la population de MEP3%,
Aussi, de maniére intéressante, Hoxcé est I'unique géne de son cluster a étre augmenté en
présence de CDX2. Une étude antérieure avait permis d'observer que ce géne privilégie
I'engagement myéloide a celui lymphoide, son expression diminuant ensuite dans les cellules

matures. Sa surexpression bloque la différenciation myéloide3”’.

La dérégulation des genes HOX reste cependant un événement rare dans les LAL, en
comparaison avec les LAM, suggérant que l'action oncogénique de CDX2 peut emprunter

d'autres réseaux géniques®”s.

IV. Perturbation de la voie de signalisation du TGF-3

Parmi les nombreuses voies de signalisation dérégulées dans nos souris Mx-Cdx2, la voie du
TGF-B a retenu mon attention. Cette voie est essentielle au cours de ['hématopoiése.
Brievement, elle possede une trentaine de ligands activateurs, variant selon le type cellulaire.
Ceux-ci favorisent la dimérisation des récepteurs au TGF- 3, transmembranaires et a activité
sérine-thréonine kinase. Une fois activés, ils phosphorylent les protéines R-SMAD intracellulaires
et permettent leur importation dans le noyau ou elles régulent la transcription de leurs génes

cibles.
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Dans la phase précoce et la progression des LAM, on note souvent I'apparition d'une résistance
a l'action du TGF-B, via un appauvrissement en récepteurs de surface, en Smads, ou via une
mutation les rendant dysfonctionnels. Plusieurs travaux attribuent ainsi un réle suppresseur de

399 Dans le modéle

tumeur a cette voie de signalisation dans le compartiment hématopoiétique
Mx-Cdx2, 2 génes activateurs de la voie du TGF-B (Inhibine A et Bmp4) sont sous-exprimés, et 2
genes inhibiteurs (Smad7 et Bambi) sont sur-exprimés suite a l'induction de l'expression de

Cdx2 dans les CSH, suggérant une inhibition de cette voie de signalisation.

A. La surexpression du gene Bambi réduit l'action du TGF-B

La protéine BAMBI (BMP and Activin Membrane Bound Inhibitor), par ailleurs connue
pour stimuler la voie oncogénique de la B -caténine®® dans I'intestin, exerce son réle inhibiteur
de la voie du TGF-B par ancrage dans la membrane et blocage de la dimérisation des sous-

P g g

unités du récepteur®!402

. Ceci diminue l'activation des récepteurs de surface et donc la
signalisation en découlant, quels que soient les ligands activateurs. Surexprimé prés de 15 fois
en présence de CDX2 dans la moelle osseuse des souris Mx-Cdx2, par rapport aux souris

contréles, le géne Bambi a été étudié comme acteur potentiel de la leucémogenese.

1. Bambi est une cible directe de Cdx2

L'interaction de CDX2 avec le promoteur de Bambi, au niveau de 2 sites consensus de
fixation (A/CTTTATATA/G), ainsi que la corrélation d'expression entre les 2 génes démontre
que Bambi est une cible transcriptionnelle directe de CDX2 dans le modéle murin Mx-Cdx2.
Chez 'Homme, ces 2 sites consensus de fixation sont conservés, et dans des lignées humaines
de LAM (SKM1 et NB4) I'expression de CDX2 stimule I'activité du promoteur de Bambi.

Cependant, aucune augmentation de |'expression du gene Bambi n'est répertoriée chez les
patients atteints de LAM. Aussi, au méme titre que la modulation d’expression de CDX2, celle
de Bambi n'a pas montré d'incidence sur la prolifération des cellules leucémiques murines et
humaines (résultats non publiés). Il ne représente donc ici qu'un levier actionné chez la souris

pour freiner la signalisation par la voie du TGF-B. Nous avons néanmoins saisi cette perche
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tendue pour nous intéresser a limpact de linhibition de cette voie dans les cellules
leucémiques murines. Aussi, BAMBI semble, a 'image de CDX2, endosser des fonctions duelles
selon son compartiment d'expression. Dans I'épithélium intestinal, il se situe par exemple a la
croisée des voies de signalisation WNT et TGF-B, en étant respectivement cible
transcriptionnelle et activateur d'un cété, et inhibiteur de l'autre®®. Investiguer ses modes
d'action dans un compartiment reste une source non négligeable d'informations

translationnelles...

2. BAMBI contribue au blocage de la différenciation monocytaire

Les ligands activateurs de la voie du TGF-B sont connus pour leur pléiotropie, également

dans le compartiment hématopoiétique*®.

Le TGF-B1 est un ligand de la voie favorisant
I'engagement des CSH au destin cellulaire myéloide*®. Il a notamment été montré, a partir de la
lignée promyélocytaire THP1, que le TGF-B1 promouvait la maturation de cellules monocytaires
immatures en macrophages*®. Nous avons ainsi évalué I'impact de l'inhibition de la voie de
signalisation sur la différenciation myéloide, compromise chez le modeéle Mx-Cdx2. Le
traitement des cellules leucémiques murines, dérivées a partir de notre modéle Mx-Cdx2, au
TGF-B1 ne réhausse que peu I'expression du marqueur de différenciation membranaire CD11B.
L'action du TGF-B1 est en revanche largement amplifiée lors de l'inhibition concomitante de
I'expression du géne CDX2 ou du géene Bambi. Ces observations incitent a penser que
I'expression ectopique du gene CDX2 dans les CSH compromet la maturation des monocytes,
en partie en inhibant la signalisation par la voie du TGF-f3, cela en promouvant la surexpression

du géne Bambi.

Aussi, le TGF-B est initialement un facteur de survie pour les monocytes, qui entrent en

407

apoptose en son absence®”’. La baisse de signalisation par cette voie observée chez le modele

MxCdx2 semble indiquer que les monoblastes leucémiques s'en sont affranchis.
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B. Impact de la voie sur les populations hématopoiétiques

1. Autorenouvellement, quiescence, prolifération et engagement des CSH

La voie de signalisation du TGF-B contribue notamment a I'autorenouvellement*®® et a la
quiescence des CSH**. Ces 2 paramétres ne semblent pas particulierement altérés dans le
modeéle Mx-Cdx2, cela malgré la perte des mégacaryocytes, acteurs majeurs de la quiescence®?,
et malgré la hausse d'expression de Smad7, associée dans une autre étude a une hausse de la
capacité d'autorenouvellement*®. L'expression des géne Shp-1, Cdé3 et Msi2, connus pour
favoriser la quiescence et 'autorenouvellement par le biais de cette voie, reste relativement

inchangée en présence de CDX2*10412,

L'effet antiprolifératif du TGF-B sur les CSH est dépendant de son abondance, et du type de
CSH. In vitro, il posséde un effet antiprolifératif a forte dose (<20pg/mL) sur les CSH au destin
cellulaire aussi bien myéloide (CSH-My) que lymphoide (CSH-Ly). A faible dose (10pg/mL) en
revanche, il promeut la formation de colonies myéloides exclusivement. Le mécanisme lui
permettant cette fonction duelle n'est pas connu*'®. On peut supposer que la résistance au TGF-
B développée par les progéniteurs exprimant CDX2 ne permet plus que I'expansion de ceux au

devenir myéloide, ceux au devenir lymphoide étant maintenus en quiescence...

Aussi, l'inhibition de la voie par la surexpression de SMAD7 a déja été décrite comme induisant
un biais de différenciation en faveur du myéloide. Les souris NSG greffées avec des cellules de
sang de cordon surexprimant SMAD7 développent davantage de progéniteurs myéloides que

lymphoides*™.

2. Différenciation inégale du lignage myéloide

In vitro, la signalisation par la voie du TGF- stimule la différenciation des progéniteurs
sensibles au GM-CSH*". In vivo, I'administration de TGF-B augmente le nombre de CFU-GM et
de myéloblastes dans les fémurs et augmente le nombre de granulocytes matures dans la MO
et le sang périphérique*'®. Ces observations soutiennent que le TGF-B promeut la

granulopoiese, et corrélent avec la perte des GMP observée chez le modele Mx-Cdx2.
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De la méme maniére, la baisse d'expression du géne Bmp4 en présence de CDX2, codant pour

417,418

un ligand soutenant la différentiation érythroide , correle avec limportante anémie

observée dans les souris Mx-Cdx2. La signalisation par la voie du TGF-B, et notamment par

BMP4, contribue d'ailleurs également a la maturation des mégacaryocytes*'?42,

V. Cdx2 oncogénique dans le lignage lymphoide ?

Aussi intriguant soit-il, le biais d’engagement cellulaire envers le lignage myéloide
constitue d'une certaine maniére la limite majeure des modeles Mx-Cdx2 et de ceux
développés par Scholl et al., et Vu et al. Ne développant que des pathologies myéloides, ceux-
ci ne permettent pas de s'intéresser aux conséquences d'une expression ectopique de CDX2
dans le lignage lymphoide, alors méme que 80 % des patients atteints de LAL expriment CDX2

dans leur MO. Le role de CDX2 dans la leucémogenése lymphoide reste inconnu.

Pour aborder cette question, un second modeéle murin a été mis au point au laboratoire : les
souris Rosa26-LSL-hCdx2:CD19-CreER™ (dites CD19-Cdx2), chez lesquelles I'expression de

421 Les

CDX2 dans les précurseurs lymphoides B (stade pré-B) est inductible au tamoxiféne
études préliminaires de ce projet auquel j'ai participé ont consisté en |'analyse du phénotype
des souris CD19-Cdx2 a différents temps apres induction. L'induction de |'expression de CDX2
a été validée, et augmente transitoirement le nombre de progéniteurs B (a 2 semaines apres
induction), mais se perd au cours du temps. L'expression de CDX2 ne confére donc pas
d'avantage prolifératif aux cellules pré-B mais semble bloquer la différenciation. Cependant, la
perte de |I'expression de CDX2, le moment d'induction de CDX2 au cours de la lymphopoiese B

et le faible % de cellules exprimant CDX2 ne nous ont pas permis de montrer le réle

oncogénique de CDX2 dans ce modele.

Peut-étre une induction de 'expression de CDX2 dans des cellules déja engagées, ici au stade
de différenciation pré-B, est-elle trop tardive pour engendrer une hémopathie ? L'induction

effectuée par Vu et al., dans les GMP, na pas non plus permis I'émergence d'une leucémie3¢°.
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Pour y pallier, 2 stratégies sont envisageables. Il est possible d'une part d'introduire un
avantage prolifératif concomitant a I'expression de CDX2 dans les cellules pré-B, par exemple
en croisant les souris CD19-Cdx2 avec des souris porteuses d'une mutation du géne Kras, connu
pour stimuler la prolifération???. Il est possible d'autre part d'induire I'expression de CDX2 plus
précocement dans la lymphopoiése B. Placer la recombinase CreER™ sous la dépendance du
promoteur du gene Mb1/Cd79A permettrait par exemple une induction dés le stade pro B

(A)*23,

Cependant, induire I'expression de CDX2 précocement dans la lymphopoiése B, et cela méme
au stade de pré-B, fait redouter une dédifférenciation des progéniteurs B. lls possédent en effet
une certaine plasticité leur permettant de rebifurquer vers le lignage myéloide®**. Le
phénoméne de switch de lignée s'observe d'ailleurs en conditions pathologiques, ou des
leucémies lymphoblastiques sont capables, lors d'une rechute, d’évoluer en leucémie myéloide

et vice-versa*®.
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Partie 2



Nous avons vu que l'expression de CDX2 fluctue en fonction du contexte cellulaire,
physiologique ou pathologique. L'origine de ces dérégulations a déja fait I'objet de recherches,
qui n‘ont pour linstant pas permis d'identifier de mécanisme causal. Nous avons fait
I'hypothése que peut-étre l'expression ectopique du géne CDX2 dans le compartiment
hématopoiétique impliquait des éléments de régulation distaux de son site d'initiation de la
transcription. Il est en effet démontré depuis plusieurs années que la perturbation de régions

enhancers soutient activement le processus de leucémogenése*?®.

Cette partie du projet consiste a décrypter les mécanismes de régulation de I'expression du
géne CDX2 en identifiant et comparant les enhancers impliqués dans des lignées cellulaires

cancéreuses intestinales, gastriques et leucémiques qui expriment ou non CDX2.

Ce 2°¢ versant de l'étude n'ayant pu étre mené trés loin, je discuterai ici des bases
bibliographiques utilisées pour son initiation, des résultats préliminaires, mais aussi des pistes

pour la suite du projet.

|. Validation de U'expression de Cdx2

A. Lignées intestinales

Le géne CDX2 participe a la spécification du tissu intestinal lors du développement
embryonnaire, puis son expression se restreint a I'épithélium intestinal, ou il sera exprimé tout
au long de la vie. Il s'agit de son compartiment d'expression physiologique?”. Les cellules de la
lignée Caco2-TC7 sont issues d'un adénocarcinome colique, ayant conservé leur capacité de
différenciation spontanée, et leur expression du géene CDX2. Les cellules de la lignée HT-29
sont également issues d'un adénocarcinome colique, mais présentent un phénotype
indifférencié, associé a une forte diminution de l'expression de CDX2. Ces deux lignées
reflétent une partie de la diversité d'expression de CDX2 dans les CCR. Elles sont classiquement
utilisées en paralléle pour étudier les fonctions de CDX2 dans le compartiment intestinal, et les
conséquences de sa perte d'expression, typiquement observée lors de cancers

colorectaux?’0277.427428 | 'analyse de I'expression de CDX2 menée lors de notre étude coincide
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avec les données de la littérature, puisque nous confirmons une forte expression de CDX2 dans

les Caco2/TC7 et une faible expression dans les HT-29.
B. Lignées leucémiques

Il a été montré que 80% des patients atteints de leucémie aigué expriment de maniere
aberrante le géne CDX2 dans leurs cellules de moelle osseuse?”’. Nous avons choisi la lignée
cellulaire K-562, issue d'une leucémie myéloide chronique, comme contréle n‘exprimant pas
CDX2. La lignée cellulaire NB-4%", issue d'une leucémie aigué promyélocytaire, et la lignée
cellulaire Nalm-16, issue d'une leucémie aigué lymphoide de précurseurs B, modélisent
respectivement 'expression de CDX2 en contexte de LAM et LAL. Comme attendu, le niveau
d'expression -anormale- de CDX2 dans le compartiment hématopoiétique reste largement
inférieur a celui observé dans le compartiment intestinal, impliquant le recours a des
immunoprécipitations des protéines CDX2 Aussi, I'intense expression observée dans la lignée
Nalm-16 refléte celle retrouvée dans certains sous-groupes de patients atteints de LAL-B, chez
lesquels la trés forte expression de CDX2 est associée a une faible survie (Yasuda et al., 2021, et

E. Clappier, résultats non publiés).

C. Lignées gastriques

Les adénocarcinomes gastriques peuvent étre de 2 types : intestinal ou diffus*?. Une
expression aberrante du géne CDX2 est retrouvée notamment dans ceux de type intestinal*®. Il
a été montré que l'expression ectopique du géne CDX2 dans I'épithélium gastrique normal
conduisait a l'apparition de lésions pré-cancéreuses, notamment via la mise en place d'un
programme transcriptionnel intestinal®®. Généralement, les adénocarcinomes gastriques de
type diffus, caractérisés par une différenciation limitée des cellules, n'expriment pas Cdx2. Les
cellules des lignées AGS et MKN-45 sont issues d'adénocarcinomes gastriques de type
respectivement intestinal et diffus. Toutes 2 expriment CDX2, son expression étant plus forte
dans la premiére®®. Malgré cette différence, il serait intéressant d'inclure une 3¢ lignée

gastrique ne présentant pas du tout d’expression de CDX2 pour renforcer I'étude comparative.
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ll. Régions de chromatine accessible

A. ChIP-seq et modifications post-traductionnelles d’histones

Les modifications post-traductionnelles (PTM) des histones refletent I'accessibilité de la
chromatine aux facteurs de transcription. Les marques H3K27ac sont particulierement localisées
au niveau de promoteurs et enhancers de génes activement transcrits. Les marques H3K4me3
sont particulierement associées aux régions régulatrices proximales, a proximité des sites
d'initiation de la transcription de génes activement transcrits**'®?%?, Nous observons dans
I'ensemble une abondance supérieure des 2 types de PTM d'histones activatrices, dans les
lignées exprimant CDX2, en comparaison avec celles ne I'exprimant pas, au niveau de son

locus. Ces différences encouragent la poursuite de I'analyse dans ces lignées.

Une portion de chromatine accessible ne correspond cependant pas forcément a une région
régulatrice stimulant I'expression du gene CDX2. Les « silencers » sont le pendant bifonctionnel
des enhancers : ce sont des régions régulatrices distales, bien moins étudiées et caractérisées,
présentant une fonction duelle, activatrice ou répressive de |I'expression des génes, selon le
contexte cellulaire**?. Malgré leur dénomination d'origine, opposer les silencers aux enhancers
serait une simplification a outrance, une hypothése étant que certains silencers, si ce sont pas
tous, seraient des enhancers dans d’autres tissus. Le mode d’action des silencers serait
analogue a celui des enhancers, via un repliement de la chromatine, d'apres des observations

433

faites chez la Drosophile*??, mais n‘a pour l'instant pas été décrit chez 'Homme.

Il est difficile de discriminer clairement ces 2 types de régions régulatrices sur la base de PTMs
qu'elles arborent. Néanmoins, il semblerait possible de détecter les silencers par la co-
occurrence de marques H3K27me3 et d'accessibilité de la chromatine a la DNase 1***. Il serait
ainsi intéressant de compléter notre étude par ce type d'analyse et par la comparaison plus
globale des marques activatrices ou inhibitrices au niveau de la région élargie autour du locus

du géne CDX2, dans nos 7 lignées cellulaires.

Aussi, il a déja été montré que l'activation de I'expression d'un oncogéne pouvait impliquer la

perturbation d'un silencer. Le gene RUNXT se retrouve par exemple surexprimé dans certaines
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LAM suite a une translocation empéchant son interaction avec un silencer*®. Cette dualité des
silencers motive d'autant plus l'investigation des régions régulatrices distales du gene CDX2,

lui-méme polyvalent.

B. ATAC-seq et espacement des nucléosomes

Les profils de I'ATAC-seq, basés sur l'accessibilité de la chromatine a la Tn5, se
superposent a ceux du ChlP-seq. En revanche, l'intensité des pics n’est pas forcément corrélée.
D'autres modifications post-traductionnelles d'histones peuvent en effet favoriser I'accessibilité
de la chromatine. Pour s'intéresser aux enhancers actifs, il serait par exemple également

envisageable de cibler la modification H3K4me1, qui y est particuliérement associée**.

A l'échelle du locus de CDX2, les profils d’accessibilité de la chromatine sont cohérents avec les
données de la littérature, et permettent par exemple de retrouver I'enhancer de CDX2, localisé

9kb en amont de son TSS, décrit par Benahmed et al?**.

L'ensemble de ces résultats restent extrémement préliminaires. L'analyse comparative

approfondie des profils de ChlP-seq et ATAC-seq avec 'aide d'un bioinformaticien est en cours.

lll. Bivalence du promoteur proximal de Cdx2

De nombreuses études sur le développement tres précoce de I'embryon, au moment de
la détermination du trophectoderme, ont montré que le promoteur de CDX2 porte des
modifications post-traductionnelles (PTM) d’histones activatrices (H3K4me3) et inhibitrices
(H3K27me3) simultanément, faisant de lui un géne bivalent'®3%. Notre hypothése était donc
que la modulation aberrante de |'expression du géne CDX2 pourrait a nouveau impliquer cette

balance entre PTMs antagonistes d’histones au niveau de son promoteur proximal.

Nos résultats vont globalement en faveur de cette théorie. Il y a effectivement une présence
différentielle de marques activatrices et inhibitrices en fonction de |'expression ou non de

CDX2.
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Les résultats de ChIP-gPCR obtenus ne nous donnent qu'un échantillon des profils
d’accessibilité de la chromatine au niveau du locus proximal de Cdx2, puisque nous avons
choisi une seule région du promoteur allant de -28 a +242. Cette région avait été choisie par
Sun et al., (2017) sur la base de profil ChIP-seq obtenu sur NCBI. Il est évident que des ChlIP-seq
réalisés avec un anticorps reconnaissant un/des marques répressives, comme un anti-

H3K27me3 par exemple, seront nécessaires pour compléter cette étude.

IV. Régions en interaction avec le promoteur proximal de Cdx2

Pour détecter les événements de repliement transitoire de la chromatine nous avons

choisi d'avoir recours a la technique du 4C-seq*?’.

Le prérequis a la technique du 4C était de connaitre approximativement la localisation du site
d'initiation de la transcription (TSS) de CDX2. On constate que les fragments amplifiés lors du
RACE n’atteignent jamais le +1 connu. Cela peut s’expliquer par la région promotrice riche en
GC, pouvant créer des hyperstructures au niveau de I'ARN qui génent la progression de
I'enzyme de I'étape de rétrotranscription. Aussi, la variabilité observée entre les fragments est
aussi potentiellement liée a cette absence de TATA box, puisque les génes avec un promoteur

riche en GC ont souvent un site d'initiation de la transcription variable.

Cdx2 s'exprime également de maniére aberrante dans I'épithélium oesophagien lors
d'épithéliums de Barrett, qui consistent en des transdifférenciations locales en structures de

3% Dans ce contexte d'adénocarcinome de l'cesophage, un site de fixation

type intestinale
cryptique du facteur de transcription FOXA3 a été mis en évidence. Cette région pourrait
constituer un enhancer de Cdx2*. Il serait pertinent d'inclure des lignées d'adénocarcinome de

I'cesophage a cette étude globale.

Enfin, pour en revenir a la notion de détournement d’enhancer, on pourrait imaginer que
I'expression aberrante de Cdx2 soit associée a son intégration au sein d'un TAD. La délétion
retrouvée a proximité du gene FLT3 chez certains patients LAL-B exprimant fortement Cdx2
(résultats non publiés) pourrait par exemple l'inclure dans le TAD de FLT3 et I'exposer a son

enhancer.

-153 -



CONCLUSION



l.  Fonction oncogénique de Cdx2 dans les leucémies aigués

L'expression ectopique de CDX2 dans le compartiment hématopoiétique déclenche une
LAM chez les souris Mx-Cdx2, se caractérisant par la perte du lignage lymphoide, et I'expansion

de monocytes immatures.

Une théorie est que les oncogéenes fagonneraient le destin cellulaire en restreignant a une seule
possibilité le choix de lignage des CSH. Ce qui expliquerait pourquoi les CSLs se restreignent
généralement a un lignage... Dans le modele Scl-Cdx2, la capacité de CDX2 a favoriser le
destin cellulaire myéloide via un remodelage de la chromatine soutient cette théorie. Aussi, le
stade de différenciation cellulaire auquel I'expression de Cdx2 est induite semble radicalement
orienter le devenir cellulaire, aussi bien en termes de lignage qu’en terme de pathogenése.
Peut-étre la divergence entre Mx-Cdx2 et Scl-Cdx2 s'explique-t-elle par une intensité ou un
timing d'expression différent ? Recouper ces notions de timing et d'accessibilité de la
chromatine rappelle le développement embryonnaire pendant lequel elles sont essentielles

pour déterminer le devenir cellulaire.

Chez les patients, l'identité des cellules de la moelle osseuse exprimant CDX2 et le réle de
CDX2 sur les cellules de son environnement ne sont pas définis. Transforme-t-il son

microenvironnement comme c'est le cas dans les CCR (Balbinot 2018) ?

Les réseaux de voies de signalisation impliqués dans |'établissement de |'hématopoiese
primitive et définitive pendant le développement embryonnaire pourraient étre réactivées lors
de leucémies, et générer des CSL aux propriétés d'autorenouvellement et de différenciation
altérées. Sont concernées par cette théorie les voies WNT, TGF-, BMP, NOTCH, HH mais aussi

I'axe CDX-HOX... Ce dernier axe reste justement a creuser.
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ll. Régulation du gene CDX2 dans les leucémies aigués

Dans la continuité de |'étude initiée, le but sera de croiser les 2 sets de données : les
informations sur l'activité de la chromatine (ChIP-seq et ATAC-seq), et celles sur sa topologie
(4C-seq). Une fois les potentielles régions enhancers et silencers identifiées, il sera possible d’en
déduire in silico les facteurs de transcriptions et autres régulateurs transcriptionnels qui
pourraient interagir avec le promoteur. Cela se fera par analyse bio-informatique en se basant

sur les sites consensus de fixation connus (via des outils tels Gibbs, HOMER, TFBIND).

Il s'agira ensuite d'éprouver la pertinence des régulateurs potentiels. A partir de lignées
cellulaires dans un premier temps, puis sur des échantillons patients, seront recherchées une
corrélation d’expression d’'une part, et une interaction physique d'autre part, entre le régulateur
et le promoteur proximal de CDX2. La validation de ces régulateurs se fera par une étude
fonctionnelle visant a étudier leur importance dans l'expression du geéne CDX2 et la
leucémogenese a l'aide de modeles cellulaires et murins et par CRISPR-Cas9. Ces régulateurs
devront a terme étre replacés dans des voies de signalisation, dans le but de trouver un angle
d'attaque pour bloquer l'expression de CDX2. Ce mécanisme devra étre spécifique du
compartiment hématopoiétique, pour ne pas cibler son expression intestinale. Cela justifie
I'étude comparative entreprise entre les différentes lignées qui a pour but de mettre a jour des

enhancers spécifiques des tissus.
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&
METHODES



|. Matériels

A. Lignées cellulaires

La lignée cellulaire cancéreuse HT-29 est dérivée d'un adénocarcinome colorectal
(ATCC® HTB-38TM). La lignée cellulaire cancéreuse Caco2/TC7 est dérivée d'un
adénocarcinome colorectal (Sigma-Aldrich® SCC209TM). La lignée cellulaire cancéreuse K-562
est dérivée d'une leucémie chronique myéloide (ATCC® CCL-243TM). La lignée cellulaire
cancéreuse NB-4 est dérivée d'une leucémie aigué promyélocytaire (DSMZ® ACC207TM). La
lignée cellulaire cancéreuse Nalm-16 est dérivée d'une leucémie aigué lymphoblastique B
(DSMZ® ACC680TM). La lignée cellulaire cancéreuse MKN-45 est dérivée d'un adénocarcinome
gastrique (DSMZ® ACC 409TM). La lignée cellulaire cancéreuse AGS est dérivée d'un
adénocarcinome gastrique (ATCC® CRL-1739TM).

B. Anticorps

Tableau 2. Anticorps utilisés pour les immunoprécipitations de chromatine et Western Blot.

@CDX2 Lapin Abcam #AB76541 ChiP /WB

@CDX2 Souris  Biogenex #AM392GP ChiP /WB
@ACTINE Souris Millipore #MAB1501 Western Blot
@Mouse Cheval Cell Signaling #7076S  Western Blot
@Rabbit Chévre  Cell Signaling #7074S ~ Western Blot

@H3K27ac Lapin Active Motif #39133 ChiP
@H3K4me3 Lapin  Sigma Aldrich #04-745 ChIP
@H3K27me3 Lapin Active Motif #39157 ChiP

C. Sondes nucléotidiques

Tableau 3. Sondes utilisées pour la PCR quantitative (Applied Biosystems).

hCDX2 Tagman Hs00230919_m1 RT-gPCR

hTBP Tagman Hs999999910_m1 RT-qPCR
promCDX2 Sybrgreen e e Saeit ChIP-gPCR
ACTINEBZ Sybrgreen Human postive Control Primers Set ACTB2 Active Motif ~ ChlP-seq / ChIP-qPCR
GAPDH Sybrgreen Human postive Control Primers Set GAPDH Active Motif =~ ChlP-seq / ChIP-qPCR
Neg1 Sybrgreen Human negative Control Primers Set 1 ChlIP-seq / ChIP-qPCR
Neg2 Sybrgreen Human negative Control Primers Set 2 ChlP-seq / ChIP-gPCR
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Tableau 2. Amorces PCR des librairies d’ATAC-seq

Séquence

Nom

- Ad1_noMX
HT-29 Ad2.1
TC7 Ad2.2
MKN-45 Ad2.3
AGS Ad2.4
K-562 Ad2.22
NB-4 Ad2.23
Nalm-16 Ad2.24

AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACTCGTCGGCAGCGTCAGATGTG
CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATTCGCCTTAGTCTCGTGGGCTCGGAGATGT
CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATCTAGTACGGTCTCGTGGGCTCGGAGATGT
CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATTTCTGCCTGTCTCGTGGGCTCGGAGATGT

CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATGCTCAGGAGTCTCGTGGGCTCGGAGATGT
CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATTGTGACCAGTCTCGTGGGCTCGGAGATGT
CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATAGGGTCAAGTCTCGTGGGCTCGGAGATGT

CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATAGGAGTGGGTCTCGTGGGCTCGGAGATGT

Tableau 3. Amorces PCR des librairies de 4C-seq

Nom

N-hCdx2-Cspbl CAAGCAGAAGACGGCATACGAGCTCTTCCGATCTTCCTCGAGTCCCCTCGCE

A-thXZ—Dpnl | AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACTCTTTCCCTACACGAGGCTCTTCCGATCTXXXXXXCCCTCCGCACAAGACAAATA

Séquence de lindex llumina
6

HT-29 JLFD81 GCCAAT
TC7 JLFD80 12 GCCAAT
MKN-45 JLFD83 5 ACAGTG
AGS JFLD82 19 GTGAAA
K-562 JLFD84 10 TAGCTT
NB-4 JLFD85 2 CGATGT
Nalm-16 JLFD86 16b CCGTTC

En rouge : séquence complémentaire a la séquence de Cdx2. En bleu : index permettant de

discriminer les différentes lignées lors du démultiplexage. En jaune : adaptateur Illumina.
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Il. Méthodes

A. Extraction des ARN totaux

Les cellules sont rincées dans du PBS puis lysées 5min a température ambiante dans TmL
de réactif TRI Reagent (Sigma-Aldrich) a base de phénol (Ambion). Le protocole suivi consiste
en une extraction phénol-chloroforme en présence de thiocyanate de guanidine, suivie d’'une

précipitation des acides nucléiques a l'isopropanol.

Le culot d’ARN extraits est remis en suspension dans de |'eau ultra pure, puis leur concentration
et pureté sont simultanément estimées par le rapport des densités optiques mesurées a 230,

260 et 280 nm (Spectrophotométre NanoDrop 1000 Thermo Fisher Scientific).

B. Transcription réverse (RT)

Les ARN extraits son rétrotranscrits en ADNc a l'aide du kit High-Capacity cDNA Reverse
Transcription en suivant les indications du fournisseur (Thermofisher). Les milieux réactionnels,
d'un volume final de 20 pL, a partir de 2 ug d’ARN, puis placés dans le Bio Rad iCycler (10 min
25°C, 120 min 37°C, 5 min 85°C). Les échantillons d’ADNc se conservent ensuite a -20°C.

C. PCR quantitative en temps réel (qPCR)

Les milieux réactionnels, d'un volume final de 20 pL, se composent de 16 pL de milieu
réactionnel de la technologie choisie (Fast Start Universal Probe Master Mix pour les sondes
Tagman ou Fast Start Universal SybrGreen Master Mix, Roche) et 4 uL d’ADN (ADNCc issu de la
RT, ou ADN purifié). Aprés activation de la Tag polymérase 10 min a 95°C, 'ADN est amplifié
par 40 cycles : 15 sec 95°C (dénaturation de 'ADN) ; 1 min 60°C (hybridation des amorces
(Tableau 3) et polymérisation). Les résultats de la gPCR sont analysés selon la méthode de
quantification A A Ct par le logiciel QuantStudio™ Design & Analysis associé a I'appareil, puis

traités sur Excel.
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D. Western Blot

Les cellules des lignées K-562, NB-4 et Nalm-16 sont au préalable immmunoprécipitées.
Elles sont lysées avec un buffer contenant 50 mM Tris buffer pH 7.5, 150 mM NaCl, 2% NP40 et
des inhibiteurs de protéases 1x (Roche Diagnostic). 2mg de protéines sont ensuite incubés
overnight a 4°C, sous agitation, dans TmL de tampon de lyse contenant 2ug d'anticorps anti-
CDX2. 25uL de billes d'agarose fixées par des protéines G, préalablement lavées dans le
tampon de lyse, sont ensuite ajoutées et incubées dans la suspension pendant 2H a 4°C. Le

matériel immunoprécipité est ensuite élué.

Pour un extrait cellulaire total, les cellules d'intérét sont lysées dans du tampon dénaturant
Laemmli 1X (10mM Tris-HCI pH 6,5, 100 mM DTT, 1% SDS). Quarante pg de protéines totales
sont utilisés pour le Western Blot. Les Western Blots sont ensuite effectués comme décrit

précédemment (Gross et al., 2005), sur gels a 12% de polyacrylamide contenant du SDS.

E. Immunoprécipitation de chromatine (ChIP)

Les cellules (10%) sont reprises dans 1mL de PBS 1X et fixées par ajout de formaldéhyde
(1% final), pendant 10 min a température ambiante. Une solution de glycine (0,125 M final) est
ajoutée pour une incubation de 5 min, pour arréter le processus de réticulation. La chromatine
est ensuite soniquée 5min. Les ChIPs sont effectués a l'aide du kit EZ-Magna ChIP™ G
Chromatin Immunoprecipitation (Millipore). La chromatine réticulée est incubée overnight a 4°C
avec 2 ug d'lgG de souris (Millipore) ou 2 pg d'anticorps approprié. Une fraction du lysat de
chromatine réticulée et fragmentée est prélevée avant |'ajout de ces anticorps, pour servir
d'«input». Les inputs permettent de normaliser la quantité de fragments d'intéréts
immunoprécipités par rapport a leur quantité totale dans le lysat cellulaire. A I'issue du ChlP,
I’ADN est purifié a I'aide du kit QlAquick PCR Purification (Qiagen), et est élué dans un volume
de 50 pL de tampon d’élution.
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F. Immunoprécipitation de chromatine + séquencage (ChIP-seq)

Le protocole suivi est celui développé par Martianov et al., Scientific Report, 2016. La méthode
comprend la préparation de la chromatine et le ChIP-seq a partir d'un volume de 400 -500 pL

de culot cellulaire.

Les cellules HT-29, TC7, MKN-45, AGS, K-562 et NB-4 sont reprises dans un volume de 10 mL
de PBS 1X, leur chromatine est fixée par ajout de formaldéhyde (0,4% final) pendant 10 min. La
réticulation est arrétée par ajout d'une solution de glycine (0.4 M final). Le culot cellulaire est
collecté par centrifugation pendant 5 minutes a 500 g, lysé avec 5 volumes de tampon de lyse
(50 mM Tris pH8, 10 mM EDTA, 1% SDS, inhibiteurs de protéases 1x) et soniqué pendant 10 min
a l'aide du sonicateur Covaris E220. Un aliquot est prélevée, 'ADN purifié et quantifié. Cet
aliquot constituera I'’ADN « input ». La taille des fragments d’ADN fragmenté est évaluée sur gel

d'agarose 1% (TBE). Une moyenne de taille autour de 400 pb est attendue.

La chromatine soniquée est pré-clarifiée a I'aide de billes d’agarose couplés a des protéines G
(préalablement saturées en présence de BSA et de tRNA de levure). La chromatine (I'équivalent
de 50 pg d’ADN) est incubée 12H a 4°C, sous agitation, en présence d'anticorps de lapin anti-
H3K27ac (Active Motif) ou de lapin anti-H3K4me3 (clone MC315, Millippore). Les fragments de
chromatine sont précipités a I'aide de nouvelles billes d’agarose couplées a des protéines G
saturées, lavés et élués. L'ADN est purifié par une extraction phénol/chloroforme volume a
volume, suivi d'une précipitation a l'isopropanol. L'ADN est élué dans 20 pL d'eau dépourvue

de nucléases.

Les banques pour le séquencage ont été préparées et séquencées sur la plateforme de
séquencage de I'lGBMC (GenomekEast, Illkirch) sur un Illumina Hi-seq2500 en « simple extrémité
» et avec des « reads » de 50 bases. Apres le séquencage, la détection des pics se fait a partir

des fichiers .wig a l'aide du logiciel Integrated Genome Browser (IGB).
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G. Assay for Transposase-Accessible Chromatin (ATAC)

Le protocole est adapté de celui développé par Buenrostro et al.,, 2015. Les cellules
(50.10° par point) sont lavées dans 50 uL de PBS 1X puis re-suspendues dans 50 uL de tampon
de lyse (10 mM Tris-HCl pH 7.5 ; 10 mM NaCl ; 3mM MgClI2 ; 0,1% NP40) froid. Le matériel est
immédiatement centrifugé (10 min 500g 4°C). Chaque échantillon est repris individuellement
dans une solution de transposition (kit Nextera DNA Library 15028212) : 22,5 uyL d'eau
dépourvue de nucléases ; 25 pL de tampon TD ; 2,5 pL de transposase Tn5 (TDE1). Le matériel y
est incubé pendant 1H a 37°C, sous agitation douce (balancier). L'ADN est ensuite purifié a
I'aide du kit Qiagen MinElute PCR Purification (Qiagen), et est élué dans un volume de 10 pL de
tampon d'élution (10 mM Tris pH 8.0).

Les fragments d’ADN sont amplifiés par PCR, selon le mélange réactionnel suivant: 10 pL
d’ADN transposé ; 10 pyL d’eau dépourvue de nucléases ; 2,5 pL d’amorces AD1.1 (25 uM) ; 2,5
pL d’amorces AD2.2 (25 uM) (Tableau 4) ; 25 pyL NEBNext High-Fidelity 2x (PCR Master mix). Le
programme PCR est |e suivant : (5 min a 72°C; 30 sec a 98°C) x1 (10 sec a 98°C ; 30 sec a 63°C;
1 min a 72°C) x14. L'ADN est ensuite purifié a I'aide du kit Qiagen MinElute PCR Purification, et
est élué dans 20 pL de tampon d'élution (10 mM Tris-HCI pH 8.0). La qualité des fragments
collectés est évaluée via une qPCR sur un aliquot de 2 pL, a I'aide de sondes ciblant une région

contrdle positive, et une région controle négative (Tableau 2).

Les banques pour le séquencage ont été séquencées sur la plateforme de séquencage de
I'lIGBMC (GenomekEast, lllkirch) sur un lllumina Hi-seq2500 en « simple extrémité » et avec des «
reads » de 50 bases. Aprés le séquencage, la détection des pics se fait a partir des fichiers .wig a

I'aide du logiciel Integrated Genome Browser (IGB).
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H. Rapid Amplification of cDNA Ends (RACE)

La transcription réverse RT de I'ARN (1pg) en ADNc, puis I'amplification PCR des
extrémités 5’ des fragments d’ADNc s’effectuent a I'aide du kit SMARTer® RACE 573’ (Takara Bio
USA), en suivant les indications du fournisseur. Les conditions de la RT sont les suivantes :
(20min & 42°C) x 1; (10 min a 70°C) x 1. Les conditions de la PCR sont les suivantes : (30 sec a
94°C ; 30 sec a 68°C ; 3min a 72°C) x 25. Les fragments d’ADNc amplifiés sont ensuite séparés
pas migration électrophorétique sur gel a 1% d'agarose, en présence de Sybrgreen (cx10000).
Les fragments d’ADNc de poids moléculaire d'intérét sont extraits du gel, puis purifiés sur
colonnes a l'aide du kit QIAQuick Gel Extraction (Qiagen). A 7 pL de I'élution de fragments
d’ADNc sont ensuite ajoutés 1 pL Vecteurs pRACE et 2 pL de Master Mix In-Fusion HD fournis
par le kit SMARTer® RACE 573" (Takara Bio USA), de sorte a les intégrer dans des plasmides.
Ces plasmides sont ensuite transformés dans des bactéries E. coli compétentes. Les bactéries
sont étalées sur du milieu LB + antibiotiques, et incubées 24 H a 37°C. Les colonies s'étant
développées sont amplifiées individuellement (~10 clones par lignée) 24h a 37°C sous agitation
(240rpm). Les plasmides amplifiés sont extraits a I'aide du kit Qiagen Plasmid Midi Prep
(Qiagen). 2 pL de plasmides resuspendus dans de I'eau dépourvue de nucléases sont ensuite
ajoutés dans un mélange de 0,2 pL d’enzyme de restriction EcoRI, 0,2 pL d’enzyme Hindlll, ainsi
que 16 pL de réactifs G20 et 2 pyL de Tampon Cutsmart fournis par le kit SMARTer® RACE 57/3’
(Takara Bio USA). Apres une incubation de 1H a 37°C, I'ADNc est purifié a I'aide du kit Qiagen
PCR Purification (Qiagen), et repris dans de I'eau dépourvue de nucléases. La concentration des
échantillons est déterminée au spectrophotometre comme décrit précédemment. Un aliquot de
20 pL de chacun d’entre eux, a la concentration ajustée entre 80-100 ng/uL, est transmise a la
plateforme Eurofins Genomics Germany (Ebersberg, Allemagne) pour leur séquencage.
L'analyse des séquences a été réalisée a I'aide du programme d'alignement de séquences de

NCBI Blast2seq.
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l. Circularised Chromosome Conformation Capture (4C)

Dix millions de cellules sont reprises dans 875uL de PBS 1X, puis fixées pendant 10min a
température ambiante par ajout de formaldéhyde (2% final). De la Glycine (0,125M final) est
ajoutée pour une incubation de 5min a température ambiante, pour arréter la réticulation de la
chromatine. Les cellules sont ensuite placées sur glace 15min, puis lavées 2 fois avec du PBS
1X. Les cellules sont lysées dans 1TmL de tampon de lyse (10mM Tris-HCl pH8, 10mM NaCl,
0,2% NP40, inhibiteurs de protéases 1X), pendant 1H a 4°C sur portoir rotatif.

Les noyaux récupérés sont lavés dans le tampon de I'enzyme Dpnll, puis perméabilisées 1H a
37°C, sous agitation (1000rpm), avec 1% de SDS final dans la solution. La suspension de noyaux
est scindée en 2 aliquots, puis ils sont a nouveau incubés 1H a 37°C, sous agitation (1000rpm),
dans le méme tampon contenant cette fois 3,3% de Triton. Une fois 'ADN remis en suspension
dans 500 pL de tampon, 1500U d'enzyme Dpnll sont ajoutés pour procéder a la premiére

digestion enzymatique, qui s'opére overnight, a 37°C, sous agitations (800rpm).

L'’ADN est lavé dans le tampon de la T4 DNA Ligase, puis incubé dans ce méme tampon avec
10000 U de l'enzyme une nuit a 16° sous agitation (400rpm), pour effectuer la premiére
ligation. La T4 DNA ligase est inactivée par ajout de 10pg de protéinase K et incubation une nuit
a 65°C, sous agitation (750rpm), puis par ajout de 200ug de RNase A pour une incubation 1H a
37°C, sous agitation (750rpm). L'’ADN est ensuite purifié par une extraction phénol/chloroforme
volume a volume, et une précipitation a l'isopropanol en présence de 300mM d'acétate
d’Ammonium. Les culots sont resuspendus dans 50ul d’eau dépourvue de nucléase (Ambion).
La concentration et la pureté de I'ADN sont estimées au spectrophotométre comme décrit

précédemment.

L'’ADN est alors dilué a 100ng/pL a I'aide du tampon de I'enzyme Cspél, puis 5U d’enzyme par
ug d’ADN sont ajoutés. Les échantillons sont incubés une nuit a 37°C, sous agitation (800rpm), il
s'agit de la deuxiéme digestion enzymatique. L'ADN est a nouveau purifié et quantifié comme
précédemment. Le culot est repris dans 50uL d'une solution a 10mM Tris-HCIl pH 8 et 0,1TmM

EDTA. La concentration en ADN est a nouveau quantifiée au spectrophotometre.
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L'’ADN est enfin dilué a 5ng/uL dans le tampon de la T4 DNA Ligase, auquel est ajouté 200 U de
I'enzyme, pour une incubation overnight a 16°C, sous agitation (400 rpm). A l'issue de cette

deuxieme ligation, ’ADN est purifié et quantifié comme précédemment.

La préparation des banques de 4C s'effectue sur 600ng de matériel. LADN est amplifié par
1,75U de la polymérase du kit Expand™ Long Template PCR System (Roche). Les milieux
réactionnels, d'un volume final de 150uL, contiennent 15 pL de tampon PCR, 6 pL de chaque
dNTP (100 mM), et 1,5 puL d’amorces sens et antisens attribuées a chaque lignée (Tableau 5). Le
mélange est scindé en 6 réactions, qui seront regroupées a l'issue de la PCR. Le programme
PCR est le suivant : (2 min a 94°C) x1; (15 sec a 94°C ; 1 min a 55°C ; 3 min & 68°C) x27 ; (7 min
a 68°C) x1. Les échantillons sont ensuite quantifiés par spectrophotométrie, puis, dans notre cas
ont été transmis a la plateforme de séquencgage de I''GBMC. Chaque étape de digestion et

ligation est controlée par dépdt sur gel d'agarose (1%) d'un aliquot (~1/10° de la suspension).
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Résume

CDX2 est géne homéotique exercant de nombreuses fonctions au cours du développement
embryonnaire. Son expression est restreinte au niveau de I'épithélium intestinal chez I'adulte, ou
il participe au maintien de l'identité et de 'homéostasie intestinale, et exerce une fonction de
suppresseur de tumeur. Une expression ectopique de CDX2 est observée dans la moelle
osseuse de 80% des patients atteints de leucémie aigué, ou il est oncogénique. Les mécanismes
menant a cette activation aberrante et a 'oncogenése induite sont inconnus.

Au cours de ma thése, je me suis intéressée a sa fonction oncogénique dans le compartiment
hématopoiétique en y induisant son expression dans un modéle murin. Celui-ci développe des
leucémies aigués myéloides, caractérisées par une expansion de monocytes immatures. Le
blocage de leur maturation fait notamment intervenir une diminution de la signalisation par la
voie du TGF-B. Jai d'autre part initié une étude épigénétique globale visant a étudier les
mécanismes de régulation du géne Cdx2, via l'identification de enhancers responsables de son
expression dans 3 contextes cellulaires différents.

Mots-clefs : CDX2, Oncogéne, Leucémie aigué, TGF-B, Hématopoiése, Epigénétique.

Abstract

CDX2 is a homeotic gene with many functions during the embryonic development. lIts
expression is restricted to the intestinal epithelium in adults, where it participates in the
maintenance of intestinal identity and homeostasis, and has a tumor suppressor function.
Ectopic expression of CDX2 is observed in the bone marrow of 80% of patients with acute
leukemia, where it is oncogenic. The mechanisms leading to this aberrant activation and
induced oncogenesis are unknown.

During my thesis, | investigated its oncogenic function in the hematopoietic compartment by
inducing its expression in a mouse model. This model develops acute myeloid leukemia,
characterized by an expansion of immature monocytes. The blockage of their maturation
involves a decrease of the TGF-B signaling pathway. | also initiated a global epigenetic study
aiming at studying the regulation mechanisms of the Cdx2 gene, via the identification of
enhancers responsible for its expression in 3 different cellular contexts.

Keywords: CDX2, Oncogene, Acute leukemia, TGF-B, Hematopoiesis, Epigenetic.




