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1. Généralités sur l’hématopoïèse 
 

L’hématopoïèse est un processus physiologique de renouvellement en continu et 
régulé des cellules matures du sang : plaquettes, érythrocytes et leucocytes, 
comprenant les lymphocytes, les monocytes et les granulocytes. Elles assurent diverses 
fonctions dépendant du type cellulaire tel que le transport de l’oxygène (les 
érythrocytes), l’hémostase (les plaquettes), la défense contre les pathogènes (les 
neutrophiles et les monocytes).  

 

Figure 1. Modèle classique pyramidal de l’hématopoïèse humaine adulte. 
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En haut de la hiérarchie, les cellules souches hématopoïétiques long terme (LT-CSH) s’auto-
renouvellent et sont aussi capables de générer des progéniteurs multipotents (MPP). Ces 
MPP se différencient en progéniteurs myéloïdes (CMP) ou progéniteurs lymphoïdes 
communs (CLP). Les CMP entrent dans la voie de différenciation myéloïde en donnant 
naissance à des progéniteurs érythro-mégacaryocytaires (MEP) et des progéniteurs granulo-
macrophagiques (GMP). Les progéniteurs CLP produisent des précurseurs dendritiques (Pro-
CD), les cellules naturelles tueuses (Pro-NK), les lymphocytes Pro-T et Pro-B. Les progéniteurs 
MEP génèrent des précurseurs érythroïdes (Ep), mégacaryocytaires (Mkp). Les progéniteurs 
GMP produisent aussi des deux types de précurseurs : les monocytes et les myélocytes. Tous 
les précurseurs subissent des étapes de maturations pour donner naissance à des cellules 
effectrices à la base de la pyramide.  Les panels en noirs indiquent les marqueurs 
moléculaires de surface pour isoler les différentes populations hématopoïétiques humaines. 

 

L’hématopoïèse repose sur un modèle « hiérarchique » et fait intervenir différents 
« intermédiaires » allant d’une cellule souche hématopoïétique (CSH) à une cellule 
spécialisée mature. Au cours de ce processus, les intermédiaires perdent leur capacité 
de s’auto-renouveler et acquièrent progressivement les caractéristiques d’une cellule 
mature. De façon schématique, le système hématopoïétique est divisé en quatre 
compartiments : les cellules souches hématopoïétiques (CSH), les progéniteurs, les 
précurseurs et les cellules matures. Les CSH sont placées en haut de la hiérarchie et 
vont produire différents types de progéniteurs. Ces derniers vont changer 
morphologiquement pour donner naissance à des précurseurs qui subiront des étapes 
de maturations [Figure 1]. Ce modèle classique présentant l’hématopoïèse comme une 
structure stable et hautement compartimentée a été remis en question par les 
nouvelles avancées technologiques incluant les analyses omics et les transplantations 
de cellules uniques (Laurenti et Göttgens 2018; Konturek-Ciesla et Bryder 2022). Le 
modèle révisé de la hiérarchie hématopoïétique apporte trois éléments nouveaux : 
l’hétérogénéité au sein même des populations, la représentation de la différenciation 
sous forme d’un continuum et non d’un processus discret et la flexibilité de 
l’hématopoïèse pour répondre aux besoins (Velten et al. 2017; Buenrostro et al. 2018; 
Laurenti et Göttgens 2018) [Figure 2]. 
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Figure 2. Chronologie des différents modèles de l’hématopoïèse.  
(Tiré de Laurenti et Gottgens, 2018) 

A. Modèle hiérarchique de l’hématopoïèse apparue dans les années 2000 : Dans ce 
modèle, les CSH sont représentées comme une population homogène et qui se divisent en 
deux branches myéloïdes et lymphoïdes via respectivement les progéniteurs myéloïdes 
(CMP) et les progéniteurs lymphoïdes communs (CLP) ; B. Dans les années 2005 à 2015, le 
modèle est révisé : le pool de CSH est plus hétérogène en termes d’auto-renouvellement 
(axe vertical) et de différenciation (axe horizontal) ; les branches myéloïdes et lymphoïdes 
restent associées plus bas dans la hiérarchie par l’intermédiaire de la population de 
progéniteur multipotent biaisé lymphoïde (LMPP) ; le compartiment granulocytes-
monocytes (GMP) est montré comme étant assez hétérogène ; C. Depuis 2016 : les analyses 
transcriptomiques à l’échelle d’une seule cellule ont fait émerger la notion de continuum lors 
de la différenciation. Chaque point rouge représente une cellule unique et sa localisation le 
long d’une trajectoire de différenciation.  LT, long terme ; ST, court terme ; MEP, progéniteurs 
érythro-mégacaryocytaires ; DCs, cellules dendritiques ; NK, cellules naturelles tueuses ; ILCs, 
cellules lymphoïdes innées ; EoBP, progéniteur d'éosinophile-basophiles. 

 

Avant la naissance, l’hématopoïèse démarre chez l’Homme dès le 21ième jour de 
l’embryogenèse et est produite dans la région aorte-gonade-mésonéphros et dans le 
sac vitellin. Les cellules hématopoïétiques migrent dans les ganglions lymphatiques, la 
rate et le foie à partir du troisième mois de gestation. Elles prennent définitivement 
leur place dans la moelle osseuse dans les derniers mois de la vie intra-utérine (Mikkola 
et Orkin 2006). Ainsi chez un adulte sain, la moelle osseuse est le site principal de 
formation du sang [Figure 3]. Bien qu’une faible quantité de CSH se retrouve 
transitoirement dans la circulation ou dans d’autres organes, les CSH résident dans la 
moelle osseuse durant toute la vie d’un individu (Sean J. Morrison et Scadden 2014). 
La moelle osseuse est aussi le lieu où sont produits les progéniteurs hématopoïétiques 
immatures. La différenciation de ces progéniteurs se poursuit dans la moelle osseuse 
ou dans d’autres organes hématopoïétiques dépendant du type de progéniteurs. Par 
exemple les progéniteurs lymphoïdes restant dans la moelle osseuse produisent des 
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lymphocytes B tandis que ceux migrant dans le thymus génèrent des lymphocytes T 
(Schwarz et Bhandoola 2006; LeBien et Tedder 2008). 

 

Figure 3. Localisation de l’hématopoïèse chez l’embryon et le fœtus de 
l’Homme.  

(Tiré du livre Hématologie, 2014, Elsevier Masson) 
Le sang apparaît en moins d’un mois de l’embryogenèse chez l’Homme et est produit dans 
la région aorte-gonades-mésophros et le sac vitellin (courbe bleue). Ensuite le foie et la rate 
prennent le relais entre le 2ième et 7 mois de la vie (courbes jaune et verte).  Puis la moelle 
osseuse devient le site majeur de production de cellules sanguines dans les deux derniers 
mois de la vie intra-utérine (courbe rouge).  Enfin, la moelle devient le site exclusif de 
l’hématopoïèse après la naissance. 

 

La majorité des cellules matures du sang ont une durée de vie courte, nécessitant un 
renouvellement constant. Il est estimé qu’environ 1011 cellules hématopoïétiques sont 
produites par jour chez l’Homme. Le maintien d’un pool de cellules durant toute la vie 
d’un individu est rendu possible par les CSH. 

 

2. Définition fonctionnelle des CSH 
 

Au XIXe siècle, l’allemand F. Neumann est le premier à avoir postulé que les cellules 
sanguines étaient produites dans la moelle osseuse. Il a aussi émis une théorie, 
controversée à l’époque et validée depuis, selon laquelle des cellules particulières 
pourraient être à l’origine de toutes les lignées sanguines. Dans les années 50, les 
travaux de Lorenz et ceux de Jacobson montrent que l’injection de cellules de la moelle 
osseuse et de la rate venant d’une souris adulte donneuse empêche la mort des souris 
irradiées de façon létale (Jacobson et al. 1950; Lorenz et al. 1951). Une décennie plus 
tard, Till et McCulloch réalisent les premières estimations du nombre de CSH en 
comptant le nombre de colonies hématopoïétiques formées dans la rate des souris 
injectées (Till et McCulloch 1961).  
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Résidant principalement dans la moelle osseuse, les CSH sont rares. Chez la souris, la 
fréquence des CSH dans la moelle osseuse est d’environ 0.01% du total des cellules 
nuclées (Challen et al. 2009). Il est possible d’isoler environ 4000-5000 CSH à partir des 
os longs d’une souris; Ce nombre peut varier selon l’âge, le sexe, la souche de la souris 
et la méthode de purification (Challen et al. 2009). Le nombre de CSH humaines capable 
de donner des leucocytes à tout moment est estimé entre 50 000 – 200 000 cellules 
(Lee-Six et al. 2018). Les CSH sont multipotentes, pouvant donner naissance à toutes 
les cellules matures du sang. Elles sont capables de s’auto-renouveler c’est-à-dire de 
produire des cellules multipotentes sans différenciation, maintenant ainsi une réserve 
constante de CSH primitives. Une propriété fondamentale de ces cellules est leur état 
de quiescence réversible, permettant d’éviter l’épuisement fonctionnel des CSH et de 
les protéger des agressions comme la radiothérapie, la chimiothérapie. Bien qu’elles 
aient un potentiel d’auto-renouvellement très élevé, elles se divisent rarement, environ 
une fois par an chez l’Homme (Abascal et al. 2021). Les CSH quiescentes ont également 
un métabolisme réduit par rapport à des CSH cyclantes. Même si cet état de dormance 
est généralement considéré comme un mécanisme de protection essentielle pour 
minimiser les stress endogènes, il n’empêche pas l’accumulation de mutations avec 
l’âge (Abascal et al. 2021; Urbán et Cheung 2021). En effet, des cassures de l’ADN, des 
réarrangements chromosomiques sont observées dans les CSH quiescentes (Mohrin et 
al. 2010; de Laval et al. 2013). 

Les tests clonogéniques in vitro mettent en évidence la multipotence des CSH en 
utilisant leur capacité clonale. En effet des CSH cultivées dans un milieu semi-solide 
approprié qui réduit leur mobilité sont capables de former des colonies à partir d’une 
seule cellule. Ces colonies sont nommées les CFU (Colony Forming Unit) (Bradley et 
Metcalf 1966). Les cellules se différencient vers un lignage donné et forment un type 
de CFU selon les facteurs de croissance présents dans le milieu (Gunsilius, Gastl, et 
Petzer 2001)[Figure 4A]. Néanmoins les CFU constituent une population de cellules 
hétérogènes. D’autres expériences tel que les CA-FC (Cobblestone Area Forming Cell) 
et les LTC-IC (Long Term Culture-Initiating Cell) permettent d’analyser le potentiel 
« souche » ex vivo des cellules en réalisant des tests de culture à long terme sur des 
cellules stromales productrices de cytokines (Sutherland et al. 1989; Ploemacher et al. 
1989)[Figure 4B-C]. La limite de ces tests est qu’il est difficile d’établir un lien entre les 
CSH et les cellules capables d’être cultivées à long terme. 
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Figure 4. Les différents tests in vitro pour étudier le potentiel des cellules 
hématopoïétiques.  

A. Test clonogénique ou Colony-Forming Cell (CFC) assay. La suspension cellulaire 
contenant différents types de cellules sont mises en culture dans un milieu semi-solide tel 
que la méthylcellulose avec différentes cytokines. Selon l’espèce il est possible d’avoir des 
colonies dès une semaine de culture. Une colonie provient initialement d’une seule cellule ; 
B. CA-FC ou Cobblestone Area-Forming Cell. Cette technique consiste à co-cultiver une 
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population cellulaire à tester sur un tapis de cellules stromales. Les cellules 
hématopoïétiques (CH) immatures, bien rondes se localisent dans le surnageant de culture. 
Des foyers hématopoïèse sont identifiables par la morphologie des cellules qui est 
pavimenteuse dans la couche adhérente et sont formées à partir de cellules souches appelés 
CA-FC. L’image est tirée du livre Hematopoietic Stem Cell Protocols, Methods in molecular 
medicine, de Haan & Ploemacher, 2002 ; C. La LTC-IC ou Long-Term Culture-Initiating 
Cell. 1ère étape : Ensemencement de la population à tester sur le tapis de cellules stromales ; 
2ième étape : Co-culture pendant 28 à 35 jours avec changement de la moitié du milieu toutes 
les semaines ; 3ième étape : Récupération des cellules (adhérentes et non adhérentes) et mise 
en culture en méthylcellulose ; 4ième étape : Détermination du nombre total de colonies après 
une ou deux semaines de culture. Si tous les types de colonies de la lignée myéloïde sont 
observables sur la méthylcellulose alors on peut conclure rétrospectivement que la 
population testée initialement contenait des cellules long terme, des cellules 
hématopoïétiques plus immatures que les CA-FC J28-J35. 

 

Il est communément établi que le test de reconstitution hématopoïétique à long-terme 
est le seul test pour prouver la présence de CSH dans une population donnée. Il 
consiste dans un premier temps à irradier de façon létale une souris dans le but de 
détruire les cellules hématopoïétiques, laissant des espaces libres dans la moelle 
osseuse prêts à recevoir de nouvelles CSHs, puis dans un second temps d’injecter 
différentes doses de la population à étudier dans le but de déterminer un pourcentage 
de reconstitution hématopoïétique (reconstitution non compétitive) et/ou de 
quantifier le nombre de CSHs initialement présent dans l’échantillon en effectuant des 
injections en dilution limite (reconstitution compétitive) [Figure 5]. Ce test a permis 
d’identifier deux types de CSHs chez la souris (Harrison et Zhong 1992; S. J. Morrison 
et Weissman 1994; S. J. Morrison et al. 1997) :  

- Les CSH à court-terme (ST-CSH) : ce sont des cellules pouvant reconstituer 
l’hématopoïèse uniquement sur 4 à 12 semaines.  

- Les CSH à long-terme (LT-CSH) : ce sont des cellules ayant un potentiel de 
reconstitution à long terme de plus de 6 mois, pouvant être transplantées dans 
des hôtes secondaires voire tertiaires (Domen et Weissman 1999)  

L’émergence de la xénotransplantation a permis de tester in vivo le potentiel de 
repeuplement d’une population de cellules humaines et de faire de grandes avancées 
sur l’étude de l’hématopoïèse chez l’Homme.  Elle consiste à injecter l’échantillon à 
étudier en intra-veineuse ou intra-osseux dans des souris génétiquement 
immunodéficientes SCID (severe combined immunodeficiency) ou NOD (non-obese 
diabetes)/SCID et  irradiées à des doses sub-létales. De plus des injections de cellules 
en dilution limite permettent de déterminer la fréquence de CSH présentes dans 
l’échantillon. Néanmoins ce test présente certains inconvénients. Notamment, 
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l’hématopoïèse humaine peut être étudiée sur une période limitée (6-12 semaines) due 
à une courte espérance de vie de la souris SCID (Doulatov et al. 2012). Il est donc 
impossible d’étudier la cinétique de greffe de cellules humaines ou de distinguer des 
sous-types de CSH qui permettent une reconstitution court-terme et long terme. La 
réussite de la reconstitution est notamment limitée par le manque de cytokines 
humaines nécessaire pour le développement et la maintenance des lignages cellulaires. 
L’utilisation de souris humanisée permettant de produire des cytokines humaines a 
permis d’améliorer la reconstitution de lignages à partir de cellules de sang cordon ou 
de moelle osseuse humain (Q. Chen, Khoury, et Chen 2009; Y. Zhang et al. 2017).  

 

Figure 5. Tests de reconstitution hématopoïétique in vivo. 
A. Test de reconstitution non compétitive (qualitatif) :  Ce test consiste à injecter les 
cellules à tester dans la souris receveuse irradiée létalement pour déterminer la capacité des 
cellules injectées à reconstituer l’hématopoïèse. Un petit nombre de CSH de la souris 
receveuse est injectée en simultané pour permettre la radioprotection le temps que les CSH 
potentiellement contenues dans la population à tester puissent migrer dans la moelle et 
reconstituer l’hématopoïèse dans la souris receveuse ; B. Test de reconstitution 
compétitive (quantitative) : Ce test met en compétition deux types de populations, une 
population à tester dont le potentiel de reconstitution est inconnue  et une population 
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donnée dont le potentiel de reconstitution est connu. Il permet de quantifier le nombre de 
de CSH-LT présent au sein de la population à tester. Dans ces deux tests, les souris 
donneuses et receveuses ont un même fond génétique (C57BL6) mais elles possèdent deux 
allèles différents pour le CD45. Ceci permet de discriminer les cellules issues de la souris 
donneuse et celles de la souris receveuse. 

 

3. Définition phénotypique des CSH 
 

La cytométrie en flux avec l’utilisation d’anticorps monoclonaux reconnaissant des 
marqueurs portés par les cellules souches et des colorants vitaux discriminant les 
cellules en division a permis d’isoler et d’étudier les CSH. 

Les marqueurs de CSH murines 

En 1988, Spangrude et al. sont les premiers à proposer un phénotype des CSH murines. 
Ils définissent ces cellules par l’absence de marqueurs de surface spécifique des 
lignages associés à une maturation terminales des cellules (Lignage négative : Lin-) tel 
que CD4 et CD8 (les lymphocytes T), B220 (les lymphocytes B), Mac-1 (les cellules 
myélomonocitiques) (Spangrude, Heimfeld, et Weissman 1988). Puis ils ont mis en 
évidence différents marqueurs de surface cellulaire des CSH murines. Les cellules avec 
un phénotype Thy-1Low Sca+ sont capables de repeupler la moelle osseuse d’une souris 
irradiée sur une longue période (plus de 3 mois) et de produire des lymphocytes T, B 
et des cellules myélomonocytaires. Elles représentent approximativement 0.05% de la 
moelle totale d’une souris. Au début des années 90, la présence de certains antigènes 
comme le Sca et Kit ont permis d’enrichir les Lin- en CSH. Les cellules Lin- Sca+ Kit+ sont 
communément appelés les cellules LSK. Elles contiennent 3 types cellulaires : les LT-
CSH, les ST-CSH, et les progéniteurs multipotents (MPP) qui ne sont pas capables de 
s’auto-renouveler (S. J. Morrison et Weissman 1994) 

A la fin des années 90 jusqu’au début des années 2000, les LT-CSH sont enrichies dans 
la fraction LSK par la sélection négative pour les marqueurs CD34 et Flk2 (appelé aussi 
Flt3 ou CD135) (Osawa et al. 1996; Christensen et Weissman 2001). Seulement 40% de 
cette population nommé LSK CD34- Fkl2- est capable de reconstituer à long terme 
l’hématopoïèse (Takano et al. 2004; Adolfsson et al. 2005). En 2005, une méthode 
alternative fondée sur les récepteurs de la familles SLAM (CD150, CD244 et CD48) a 
permis d’isoler des CSH (Kiel et al. 2005). En effet, Kiel et al. montrent que 50% des 
cellules LSK CD150+ CD48- peuvent reconstituer à long terme. La combinaison de ces 
deux méthodes permet de distinguer les LT-CSH (LSK CD34- Flk2- CD150+ CD48-) et les 
différentes populations de MPP (Wilson et al. 2008; Cabezas-Wallscheid et al. 2014). 
[Tableau 1]. 
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LT-CSH ST-CSH MPP LMPP CLP CMP GMP MEP 

Lin- 
SCA+ 
KIT+ 

CD34- 
CD150+ 
CD48- 
Flk2- 

Lin- 
SCA+ 

KIT+ 

CD34+ 
CD150+ 
Flk2+ 

 

 
 

Lin- 
SCA+ 
KIT+ 

CD34+ 
CD150- 
Flk2+ 

 

Lin- 
SCA+ 
KIT+ 

CD34+ 
Flk2+ 

CD127+ 

 

Lin- 
SCAlow 

KIT+ 
Flk2+ 
CD127+ 

 

Lin- 
SCA- 

KIT+ 
CD34high 
FCγR- 

Lin- 

SCA- 

KIT+ 
CD34low 
FCγR+ 
 

Lin- 

SCA- 

KIT+ 
CD34low 
FCγR- 
 
 

Tableau 1. Marqueurs phénotypiques des cellules souches et progéniteurs 
hématopoïétiques murines 

D’autres marqueurs en plus peuvent être utilisés pour identifier les CSH murines, tels 
que l’EPCR (CD201). En 2006, B. Balazs et al. mettent en évidence que les cellules de la 
moelle osseuse isolées uniquement sur l’expression de l’EPCR présentent des niveaux 
de prise de greffe in vivo comparable à ceux des CSH purifiées selon les méthodes 
conventionnelles citées ci-dessus (Balazs et al. 2006). De plus, l’enrichissement des 
populations cellulaires en CSH, d’abord par les méthodes conventionnelles, et isolées 
ensuite sur la base de l’expression de l’EPCR montre que le phénotype des CSH est 
toujours associée à une forte expression de ce marqueur ; ce qui suggère une 
corrélation « explicite » de l’EPCR avec l’activité des CSH murines de la moelle osseuse 
(Balazs et al. 2006).  

Les populations enrichies en CSH fondées sur ces méthodes sont constituées en partie 
de cellules n’ayant pas de potentiel « souche ». De plus, les CSH ne peuvent pas être 
décrites comme un groupe homogène de cellules. Le degré d’hétérogénéité 
comportementale et moléculaire existant dans les sous-types de CSH nouvellement 
identifiés sont à prendre en compte (Schroeder 2010). En 2007, Masson et al., montrent 
qu’une fraction de CSH définie phénotypiquement exprime le facteur de von 
Willebrand (vWF), une protéine impliquée dans l’agrégation plaquettaire (Månsson et 
al. 2007). Cette fraction de CSH présente un biais de différenciation plaquettaire et 
aussi fréquemment un biais de différenciation vers le lignage myéloïde à long-terme 
alors que les CSH n’exprimant pas ce facteur sont biaisées vers la lignée lymphoïde 
(Sanjuan-Pla et al. 2013). Seules les CSH vWF+ peuvent donner naissance à des CSH 
vWF-, suggérant que les CSH biaisées vers la lignée mégacaryotaire/plaquettaire se 
situent au sommet de la hiérarchie des CSH (Sanjuan-Pla et al. 2013).  Les CSH avec 
une expression élevée de CD150 sont enrichies en transcrits vWF et ont un biais 
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myéloïde (Kent et al. 2009; Beerman et al. 2010; Sanjuan-Pla et al. 2013). L’expression 
de CD41 ou c-Kit est retrouvée dans un sous-type de CSH biaisés mégacaryocytaire 
(Gekas et Graf 2013; Shin et al. 2014). 

Les technologies de séquençage de cellule unique offrent davantage de possibilités 
d’étudier cette hétérogénéité des CSH et permettent une dissection à haute résolution 
de l’hématopoïèse (Pan Zhang et al. 2022). 

Les marqueurs de CSH humaines 

A la fin des années 80, le CD34 est le premier marqueur de surface utilisé pour purifier 
les CSH humaines. Des essais de culture in vitro ont montré que la population CD34+ 
est très hétérogène composée de cellules multipotentes et oligopotentes (Seita et 
Weissman 2010). Le CD34 en association avec le CD90 (Thy1) a permis de définir une 
population capable de générer tous les lignages hématopoïétiques dans des souris 
SCID (Baum et al. 1992).  Parmi les CD34+, seulement 10% n’expriment pas le CD38 et 
sont plus enrichis en cellules productrices de colonies de plusieurs lignages (Huang et 
Terstappen 1994; Miller et al. 1999). Les CSH humaines expriment d’autres marqueurs 
tel que FLT3, CD49f (Sitnicka et al. 2003; Notta et al. 2011) et ne présentent pas ou peu 
CD45A (Majeti, Park, et Weissman 2007). Plusieurs études ont montré que les cellules 
CD34+ CD38- CD90+ CD45RA- CD49f+ sont capables de reconstituer l’hématopoïèse à 
long terme dans des souris NOD/SCID et sont l’équivalent des LT-CSH murines (Notta 
et al. 2011). La population CD34+ CD38- CD90- CD45RA- CD49f- est quant à elle capable 
de reconstituer l’hématopoïèse transitoirement et correspond à une fraction enrichie 
en ST-CSH et de progéniteurs multipotents (MPP). Au cours de la différenciation, le 
marqueur CD38 est progressivement exprimé [Tableau 2]. 

 

LT-CSH ST-CSH/ 
MPP 

CLP CMP GMP MEP 

Lin- 
CD34+ 
CD38- 
Thy1+ 
CD45RA- 
CD49f+ 

Lin- 
CD34+ 
CD38low 
Thy1- 
CD45RA- 
CD49f- 

Lin- 
CD34+ 
CD38low 
CD45RA+ 
CD10+ 
CD7- 

Lin- 
CD34+ 
CD38+ 
CD45RA- 
Flk2+ 
CD10- 

CD7- 

Lin- 
CD34+ 
CD38+ 
CD45RA+ 
Flk2+ 
CD10- 

CD7- 

Lin- 
CD34+ 
CD38+ 
CD45RA- 
Flk2- 
CD10- 

CD7- 
Tableau 2. Marqueurs phénotypiques des cellules souches et progéniteurs 
hématopoïétiques humaines 
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Capacité des CSH à exclure des colorants fluorescents 

L’autre stratégie de purification de CSH est fondée sur l’utilisation de colorants tel que 
le Hoechst (colorant qui se fixe sur les molécules d’ADN). Les CSH ont une forte 
expression de transporteurs membranaires Bcrp1/ABCG2 qui leur permettent d’éjecter 
les colorants (Zhou et al. 2001). Une petite population distincte appelé « side 
population, SP » retenant faiblement les colorants est identifiée comme très enrichi en 
CSH (Goodell et al. 1996). De façon similaire, les CSH fixent faiblement le colorant 
Rhodamine 123 due à une faible activité mitochondriale (M. Kim et al. 1998). Il existe 
d’autres colorants ou substrats pour isoler des fractions enrichies en CSH, bien que le 
Hoechst et la Rhodamine123 soient les plus souvent utilisés. 
 

4. Epigénétique dans les CSH  
 

L’hématopoïèse est un processus finement régulé et implique le contrôle de 
l’expression des gènes qui maintiennent la balance entre l’auto-renouvellement des 
CSH et leur propre différenciation en tous les lignages cellulaires du sang. Lorsque les 
CSH s’auto-renouvellent, au moins une des deux cellules filles héritent d’un profil 
d’expression génique hautement similaire voir identique à la cellule souche mère. Au 
contraire, des changements importants du profil transcriptomique des CSH sont 
observées au cours de la différenciation (Vedi et al. 2016). 
 

a. Généralités sur l’épigénétique 
 

 

L’épigénétique est un des acteurs majeurs de la régulation de l’hématopoïèse. Elle est 
définie par l’étude dans les changements de l’expression des gènes et / ou des 
génomes qui sont héritables durant la méiose et/ou mitose qui ne résulte pas un 
changement de la séquence nucléotidique de l’ADN et ce en absence du ou des 
facteurs qui ont induit ce changement (Fincham 1997; Allis et Jenuwein 2016). Les 
modifications épigénétiques ont des conséquences sur la structure de la chromatine et 
par conséquent sur l’expression des gènes. Les modifications épigénétiques sont 
réversibles et peuvent aussi être altérées en réponse à des signaux environnementaux 
(Aggarwal et al. 2015; Kramer et Challen 2017).  

Les mécanismes épigénétiques comprennent la méthylation de l’ADN, les 
modifications post-traductionnelles des histones et les ARN non codants. 
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La méthylation de l’ADN a lieu principalement dans le contexte dinucléotides CpG qui 
sont retrouvés dans les promoteurs de gènes et conduit le plus souvent à la répression 
du gène. Elle requiert la liaison du groupe méthyl sur le carbone 5 des cytosines (5-
mC) par les ADN méthyltransférases (DNMTs) (Gujar, Weisenberger, et Liang 2019). Ces 
enzymes sont classés en deux groupes :  

- les DNMT de maintien (DNMT1) qui permettent après la réplication de l’ADN 
de méthyler le brin nouvellement synthétisé pour assurer la pérennité des profils 
de méthylation.  

- les DNMT de novo (DNMT3a, DNMT3b) qui établissent initialement les profils 
de méthylation de l’ADN indépendamment de la réplication de l’ADN [Figure 6]. 

La déméthylation de l’ADN peut se faire de manière active par l’intervention d’enzymes 
tel que (H. Wu et Zhang 2014) : 

- des glycosylases, des enzymes de réparation de la base endommagés (BER) qui 
clivent la base azotée en laissant le squelette sucre-phosphate intact 

- des nucléases, des enzymes de réparation du nucléotide endommagés (NER) 
qui clivent le squelette sucre-phosphate  

- par des ADN déméthylases, les enzymes Ten-Eleven Translocation (TET) qui 
hydroxylent la 5-mC en 5-hydroxy-méthyl-cytosine (5-hmC) [Figure 6].  

 

En revanche la déméthylation passive survient après plusieurs divisions cellulaires 
successives en absence de la machinerie de maintenance de méthylation d’ADN (H. Wu 
et Zhang 2014). 
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Figure 6. Régulation de la méthylation de l’ADN. 
La méthylation de l’ADN est effectuée par les ADN méthyl-transférases de novo 
(DNMT3A/3B) et de maintien (DNMT3). La déméthylation de l’ADN peut être réalisée par 
des glycosylases, par des nucléases ou bien par des ADN déméthylases (TET). 

 

Les queues histones peuvent subir des modifications covalentes réversibles dont les 
deux les plus communes sont l’acétylation/désacétylation par les histones 
acétyltransférases (HAT)/désacétylases (HDAC), la méthylation/déméthylation par les 
histones méthyltransférases (HMT) /déméthylases (KDM) (Sharma et Gurudutta 2016) 
[Tableau 3]. 
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Enzymes Catégories Marques épigénétiques Effet transcriptomique 

MOZ, CBP  
 

HAT Acétylation Activation 
 

SUV39H1, 
SUV39H2, 
SETDB1, 
SETDB2 

HMT H3K9me3 
(majoritairement) 

Répression 

G9A, GLP HMT H3K9me1/2 Répression 

PRC2 (EZH1, 
EZH2) 

HMT H3K27me3 Répression 

Tableau 3. Quelques exemples d’enzymes régulant les marques d’histones 

L’ADN est chargé négativement du fait des groupements phosphates alors que les 
histones sont chargées positivement par la présence de lysines et arginines, ce qui 
favorise l’interaction électrostatique entre l’ADN et les histones. L’acétylation des 
histones diminue la charge positive des histones, provoquant la décompaction de la 
chromatine et facilitant ainsi l’accessibilité de la machinerie transcriptionnelle. 

La méthylation des histones peut avoir lieu sur des résidus lysines et des arginines. Les 
modifications les plus étudiées sont celles touchant les résidus lysines de l’histone H3. 
Contrairement à l’acétylation, la méthylation des histones n’altère pas la charge globale 
du nucléosome. Elle joue un rôle important dans le recrutement de protéines qui 
régulent l’accessibilité de l’ADN (Sims et al. 2006). L’effet activateur et répresseur de la 
marque épigénétique est dépendant de plusieurs paramètres dont le type d’histone, la 
position de la lysine méthylée de l’histone et le niveau de méthylation (mono-, di-, tri).  

Les ARN non-codants sont classés en deux catégories : les petits ARN non codant 
(miARN, siARN, piARN…) et les long ARN non codant (LncARN) dont la longueur 
dépasse 200 nucléotides (Z. Zhang et al. 2021; Statello et al. 2021). Les mécanismes 
d’action des ARN non-codant ne seront pas approfondis dans le mémoire. Ce choix 
répond à une préoccupation résidant dans la volonté de limiter le volume du présent 
mémoire. Néanmoins cette notion sera abordée sommairement à la section I.4.D. 

Il existe une connexion étroite entre la méthylation de l’ADN, les modifications post-
traductionnelles des histones et les ARN non codant. Fuks et al. montrent que l’histone 
méthyltransférase SUV39H1, responsable de la méthylation de la lysine 9 de l’histone 
H3 (H3K9me3), est capable d’interagir avec les DNA méthyltransférases DNMT3A et 
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DNMT1.  De plus les protéines se liant à l’ADN méthylé, MeCP2 et MBD1, favorisent le 
dépôt de la marque H3K9me3 renforçant la répression de la chromatine (Fuks et al. 
2003). L’interaction la plus décrite entre les LncARN et la méthylation des histones 
concerne le LncARN HOTAIR et le complexe PRC2 (Polycomb Repressive Complex 2) qui 
médie la tri-méthylation de la lysine 27 de l’histone H3 (H3K27me3) et réprime la 
transcription des gènes cibles (Portoso et al. 2017).  Le c50rf66-AS1, un LncARN présent 
dans le premier intron de C5ORF66, est retrouvée hyperméthylé et ainsi réprimé dans 
les adénocarcinomes gastriques, démontrant l’étroite connexion entre certains LncARN 
et la méthylation de l’ADN (W. Guo et al. 2018). 

Les interactions de différentes marques épigénétiques répressives caractérisent 
l’hétérochromatine.  Elle est définie comme un état compacté de l’ADN identifié par la 
méthylation de l’ADN, l’hypo-acétylation des histones et des méthylations des histones 
(H3K27me3, H3K9me3, H3K9me2). Le recrutement de co-représseur tel que la protéine 
KAP1 (KRAB domain associated protein 1), aussi appelé KRIP1 (KRAB-A-interacting 
protein 1) ou TRIM28 (tripartite motif-containing 28) ou TIF-1β (transcription 
intermediary factor) au niveau de séquences spécifiques de l’ADN joue un rôle majeur 
dans l’apposition de la marque H3K9me3 et la formation de l’hétérochromatine [Figure 
7]. 

 

Figure 7. KAP1, un acteur majeur de l’hétérochromatine. 
KAP1 recrute :  

- des régulateurs transcriptionnels appelé KRAP-ZFPs (Kruppel-associated box domain 
zinc finger proteins). Ce sont des protéines ayant un domaine doigt zinc qui 
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interagissent avec l’ADN et un domaine KRAB qui réprime la transcription (Groner et 
al. 2010).   

- des modificateurs d’histones tel que SETDB1, SUV39H1 et HDAC1/2 qui aboutissent 
aussi  à la répression transcriptionnelle (Groner et al. 2010). 

- des enzymes remodelant la chromatine tel que CHD3 (chromodomain-helicase-DNA-
binding protein 3) et HP1 (heterochromatin protein 1) qui reconnaissent les histones 
méthylées et favorisent la compaction de la chromatine (Groner et al. 2010). 

 

b. Méthylation de l’ADN : régulation et rôle dans les CSH  
 

Les modifications dans la méthylation de l’ADN influencent le profil transcriptomique 
durant l’hématopoïèse et sont souvent associés à des pathologies hématopoïétiques 
(Gore et Weinstein 2016). 

DNMT3A et DNMT3B ayant un rôle dans la méthylation de novo de l’ADN sont 
impliqués dans la répression des gènes d’auto-renouvellement dans les CSH (Tadokoro 
et al. 2007). Une perte de Dnmt3a conduit à l’expansion de la population CSH due à 
une augmentation de l’expression des gènes d’auto-renouvellement (Runx1 et Gata3) 
aux dépend des gènes de différenciation. La délétion de Dnmt3a et Dnmt3b dans les 
CSH améliorent l’auto-renouvèlement via l’activation de la signalisation β-caténine 
(Challen et al. 2014). De plus, DNMT3A est l’un des gènes les plus fréquemment mutés 
dans les maladies myéloïdes tel que la leucémie myéloïde aiguë (LAM) et les syndromes 
myélodysplasiques (SMD) (Kramer et Challen 2017). Par contre DNMT3B est rarement 
muté dans ces pathologies bien qu’il ait une fonction de suppresseur de tumeur 
(Schulze et al. 2016). 

La méthylation de l’ADN joue un rôle important dans le contrôle de l’engagement des 
CSH vers une lignée donnée au dépend d’autres. Broske et al. montrent qu’une 
réduction de l’activité de DNMT1 dans les CSH murines conduit à des défauts dans leur 
potentiel de repopulation et une altération dans leur capacité à s’engager dans la voie 
de différenciation lymphoïde. Ces résultats suggèrent que DNMT1 est impliqué dans 
la régulation de l’auto-renouvellement des CSH et aussi dans la décision du devenir 
des CSH (Bröske et al. 2009). Bien que DNMT1 soit rarement muté dans les LAM, elle 
est retrouvée surexprimée. Elle réprime l’expression de CDKN2B, un gène suppresseur 
de tumeur codant pour la protéine P15. L’expression de CDKN2B est perdue dans 
environ 80% des cas de LAM, et une hyper-méthylation de son promoteur est 
fréquemment associée à une transformation de la maladie vers un phénotype plus 
grave (Fares, Wolff, et Bies 2011). DNMT1 apparait comme être une cible thérapeutique 
prometteuse pour cette pathologie.  
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Tout comme DMNT3A, TET2 est un des gènes les plus fréquemment retrouvés mutés 
dans les hémopathies malignes myéloïdes (Delhommeau et al. 2009; Langemeijer et al. 
2009; Abdel-Wahab et al. 2009). Des CSH murines déficientes pour Tet2 ont une 
augmentation de leur capacité d’auto-renouvellement et de repopulation comparés, 
aux CSH sauvages (Moran-Crusio et al. 2011; Zhe Li et al. 2011a; Quivoron et al. 2011). 
A long terme, certaines souris Tet2-/- développent un phénotype proche de la leucémie 
myélomonocytaire chronique (LMMC) incluant une monocytose, une splénomégalie et 
une hématopoïèse extra-médullaire, avec une longue période de latence et une 
pénétrance variable (Moran-Crusio et al. 2011; Zhe Li et al. 2011a; Quivoron et al. 2011). 
D’autres souris Tet2-/- présentent une accumulation d’une population anormale de 
cellules B prédisposant aux développements de tumeurs lymphoïdes (Quivoron et al. 
2011; Mouly et al. 2018). Le développement d’une malignité complète dépend de 
l’apparition de mutations additionnelles (Quivoron et al. 2011; Pan et al. 2017; Mouly 
et al. 2018).  

Des souris Tet2-/- déplétées en Tet3 développent une leucémie myéloïde avec une 
pénétrance totale et hautement agressive en quelques semaines (An et al. 2015). Bien 
que TET1 soit rarement muté dans les pathologies hématopoïétiques humaines, sa 
délétion dans les CSH murines conduit à une augmentation de cellules B et induit le 
développement de lymphome de type B (Cimmino et al. 2015). Une dichotomie pour 
la régulation épigénétique des CSH dans leur potentiel B est ainsi observée avec 
DNMT1 qui semble nécessaire pour les engager vers la lignée B et TET1 qui restreint la 
production des cellules B (Bröske et al. 2009; Cimmino et al. 2015; Kramer et Challen 
2017). 

c. Principales modifications post-traductionnelles des 
histones : régulation et rôle dans les CSH   

 

i. L’acétylation des histones  
 

Les enzymes responsables du dépôt (HAT) ou de l’effacement (HDAC) des marques 
d’acétylation des histones régulent l’auto-renouvellement des CSH, leur prolifération 
et leur différenciation vers les progéniteurs hématopoïétiques engagés. Les CSH 
murines délétées pour Cbp (une HAT) ont des anomalies d’auto-renouvellement et un 
biais de différenciation vers la lignée myéloïde (Chan et al. 2011).  Les souris déficientes 
pour Moz (une HAT) ont des CSH présentant des défauts de reconstitution du système 
hématopoïétique et une réduction des progéniteurs de tous les lignages (T. Thomas et 
al. 2006). Les CSH et progéniteurs (CSPH) en absence d’activité HAT de MOZ ont une 
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augmentation de l’expression de P16Ink4a (un répresseur du cycle cellulaire), 
provoquant leur senescence. MOZ est décrit comme capable interagir directement sur 
le promoteur de P16Ink4a, suggérant qu’il pourrait introduire des changements du profil 
d’acétylation des histones, et altérer la liaison des régulateurs transcriptionnelles de 
P16Ink4a. La perte de P16Ink4a restaure la capacité proliférative des progéniteurs ayant 
un défaut de l’activité HAT de MOZ. Ces résultats mettent en évidence que l’activité 
HAT de MOZ est requise pour réprimer l’expression de P16Ink4a et pour protéger les 
CSH d’entrer précocement en sénescence (Perez-Campo et al. 2014). 

Les HDAC sont aussi impliqués dans le développement de tous les lignages et à 
différents stades cellulaires, de la CSH aux cellules matures effectrices (Pan Wang, 
Wang, et Liu 2020). Les HDAC interagissent avec de nombreux facteurs de 
transcriptions et/ou d’autres cofacteurs régulant le niveau d’acétylation des histones 
permettant de moduler l’expression de plusieurs gènes impliquées dans 
l’hématopoïèse. HDAC1 et HDAC2 sont des régulateurs essentiels de la production des 
CSH et assurent un rôle majeur dans l’homéostasie de l’hématopoïèse. La délétion 
simultanée de Hdac1 et Hdac2 conduit à la perte des CSH, aboutissant à une aplasie 
médullaire (Heideman et al. 2014). L’inhibition de l’expression de HDAC1 dans les 
CD34+ humain de la moelle osseuse conduit à la réduction des colonies érythroïdes et 
à l’augmentation des colonies granulocyte/macrophage. Ce résultat suggère que 
HDAC1 joue un rôle important dans la détermination du lignage durant l’hématopoïèse 
(Wada et al. 2009). La perte de HDAC3 favorise l’expansion des CD34+ sans affecter le 
potentiel de différenciation. HDAC3 est ainsi un régulateur négatif de l’expansion des 
CSH humaines (Elizalde et al. 2012). 

Des inhibiteurs de HDAC sont utilisés pour traiter les leucémies car ils permettent la 
réexpression de gènes suppresseurs de tumeurs dans les CSPH leucémiques. Ces 
agents empêchent la prolifération des CSPH leucémiques et favorisent leur 
différenciation (Minucci et Pelicci 2006). L’utilisation d’acide valproïque, un inhibiteur 
de HDAC permet de sensibiliser les cellules de patients atteint de leucémie lymphoïde 
chronique (LLC) aux récepteurs de mort (Lagneaux et al. 2007). 
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ii. La méthylation des histones  
 

H3K27me3 

H3K27me3 est une marque répressive déposée par le complexe répresseur polycomb 
2 (PRC2) composé de plusieurs protéines dont deux avec une activité catalytique : EZH1 
et EZH2.                                         

Ezh1 n’est pas requis pour l’hématopoïèse fœtale alors que sa délétion dans les CSH 
adultes altère la lymphopoïèse (Hidalgo et al. 2012). Des expériences de transplantation 
de CSH de souris adultes délétées pour Ezh1 montrent l’implication de cet acteur de 
l’épigénétique dans l’auto-renouvellement et la maintenance des CSH adultes. Les CSH 
avec une inactivation de Ezh1 ont une augmentation des transcrits P16Ink4a et Arf, deux 
activateurs du programme de senescence. La délétion de la région Cdkn2a (codant 
pour P16INK4A et ARF) dans les CSH Ezh1-/- restaure la prolifération et la survie des CSH. 
Ces résultats suggèrent le rôle important de EZH1 dans la protection des CSH adultes 
de la sénescence (Hidalgo et al. 2012). 

Les embryons de souris déficients en Ezh2 meurent d’anémie à cause d’une expansion 
insuffisantes des CSH et progéniteurs et d’une érythropoïèse défectueuse dans le foie 
fœtal (Mochizuki-Kashio et al. 2011). La délétion de Ezh2 dans les CSH de souris adultes 
affecte la différenciation mais pas l’auto-renouvellement (Mochizuki-Kashio et al. 
2011) ; Les souris avec un knock-out (KO) conditionnel de Ezh2 ont un blocage de la 
différenciation des cellules B à cause d’un défaut de réarrangement de la chaine lourde 
des immunoglobulines et un blocage de la différenciation des lymphocytes T au stade 
CD4- CD8- dans le thymus (I.-H. Su et al. 2003; I.-H. Su et al. 2005). Dérégulé dans de 
nombreux cancers, EZH2 peut avoir un rôle oncogène ou suppresseur de tumeur 
dépendant du contexte cellulaire. Des mutations perte de fonction de EZH2 sont 
fréquemment retrouvés par exemple chez les patients atteints de myélofibrose (Rinke 
et al. 2020). A l’inverse, les patients avec une SMD à haut risque ou une LAM ont une 
surexpression de EZH2 ((F. Xu et al. 2011; Rinke et al. 2020). Dans des modèles de souris 
LAM (exprimant Moz-Tif2 ou MLL-Af10) et de souris xénogreffées par des cellules de 
patients, l’utilisation d’un inhibiteur de EZH1 et EZH2 conduit à une diminution du 
nombre de cellules souches leucémiques, empêche la progression de la maladie et 
prolonge la survie des souris (Fujita et al. 2018). 
 

 

 

 



37 
 
 

H3K9me2 

Le complexe hétérodimérique G9A (EHMT2) et GLP (EHMT1) dépose les marques 
H3K9me1 et H3K9me2, associés le plus souvent à une répression de la transcription. 
Les deux protéines sont aussi capables de se fixer sur les modifications H3K9me1/2, 
favorisant la propagation de H3K9me2 le long de la chromatine (R. Collins et Cheng 
2010). L’absence de G9a durant le développement embryonnaire de la souris est létale, 
suggérant le rôle essentiel de G9A dans l’embryogenèse (Tachibana et al. 2002).  Bien 
que H3K9me2 puisse être retrouvée dans les régions de l’euchromatine et 
l’hétérochromatine, la perte de G9a dans les cellules souches embryonnaires (ES, 
embryonic stem) provoque une diminution de cette marque principalement dans 
l’euchromatine (Tachibana et al. 2002). Le niveau de méthylation de H3K9 dans les 
régions de l’hétérochromatine peut être régulé par d’autres HMT tel que SUV39H1 
(Peters et al. 2001). En 2012, Chen et al. montrent par des expériences 
d’immunofluorescence que la marque H3K9me2 est diffuse dans le noyau des CSH 
humaines immatures (CD34+ CD90+ CD38low CD45RA-) alors qu’elle s’organise en foyers 
dans les CSPH (cellules CD34+) (X. Chen et al. 2012).  Cette différence de répartition 
sera discutée ultérieurement. Schones et al. mettent en évidence par des analyses de 
ChIP-seq dans les cellules CD34+ de sujet sain une localisation préférentielle de la 
marque H3K9me2  aux régions déméthylées de l’ADN (Schones et al. 2014). Le 
traitement avec l’UNC0638, un inhibiteur de G9A/GLP, retient les CSPH dans un état de 
« souche » et retarde leur engagement vers la lignée myéloïde. Ces résultats 
démontrent l’importance de G9A et GLP dans la spécification des CSPH (X. Chen et al. 
2012). KDM3B est une H3K9me1/2 déméthylase impliquée dans l’activation 
transcriptionnelle de l’oncogène LMO2 dans la leucémie lymphoblastique aigue (LLA) 
(J.-Y. Kim et al. 2012). En 2018, Li et al.  montrent que l’inactivation de Jmjd1b, une 
enzyme déméthylant H3K9me2, induit chez les souris un phénotype de type SMD (S. 
Li et al. 2018). Ainsi, bien que les niveaux globaux de H3K9me2 augmentent au cours 
de l’hématopoïèse, les histones déméthylases ciblant H3K9me2 sont également 
nécessaires à l’activation correcte des gènes pendant la maturation et la différenciation 
des CSH (X. Chen et al. 2012; J.-Y. Kim et al. 2012; S. Li et al. 2018). 

Dans des modèles de souris LAM (exprimant HoxA9 et Meis, deux gènes fréquemment 
mutés dans cette pathologie), la perte de G9a provoque un retard de la progression 
de la maladie et une réduction de la fréquence des cellules souches leucémiques 
(Lehnertz et al. 2014). 
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H3K9me3 

H3K9me3 est une marque répressive retrouvée dans les régions de l’hétérochromatine. 
Elle est déposée principalement par les méthyltransférases SUV39H1, SUV39H2 et 
SETDB1, et est reconnue par les protéines HP1 (Koide et al. 2016; Monaghan et al. 
2019).Les protéines HP1 interagissent avec des protéines adaptatrices telles que KAP1 
(codé par le gène TRIM28), qui coordonne la compaction de la chromatine en 
s’associant et en recrutant des acteurs de l’épigénétique, tels que des HDAC, des DNMT 
et des ARN d’interférences (Maison et Almouzni 2004). La délétion de Trim28 restreinte 
au tissu hématopoïétique des souris conduit à une anémie hypoproliférative sévère 
(Barde et al. 2013). En 2014, Miyagi et al. montrent que la délétion de Trim28 dans les 
souris induit la division et l’apoptose des CSH, aboutissant à une diminution drastique 
du pool de CSH dans la moelle osseuse (Miyagi et al. 2014). La perte de Kap1 dans les 
CSPH murines (LSK) déclenche l’expression ectopique de gènes non hématopoïétiques 
et une diminution significative des protéines HP1. Ces résultats suggèrent le rôle 
critique de l’axe KAP1-HP1 dans la répression des gènes non hématopoïétiques dans 
les CSH (Miyagi et al. 2014). Deux années plus tard, de façon similaire, Koide et al. 
observent que la perte de Setdb1 codant pour une méthyltransférase qui coopère avec 
KAP1 et HP1, conduit à une déplétion des CSPH (Koide et al. 2016). Ils constatent 
également que les CSPH déficientes en Setdb1 ont une expression ectopique de gènes 
non hématopoïétiques tel que des gènes impliqués dans la voie de la néoglucogenèse, 
altérant l’homéostasie métabolique (Koide et al. 2016). L’ensemble de ces résultats 
souligne le rôle crucial de H3K9me3 dans la préservation de la signature 
transcriptionnelle spécifique des CSH (Miyagi et al. 2014; Koide et al. 2016). 

Uguarte et al. montrent qu’une condensation progressive de la chromatine a lieu au 
cours de la différenciation cellulaire des CSH murines, impliquant la relocalisation de 
H3K9me3 (Ugarte et al. 2015). La perte de Suv39h1 et de Suv39h2 diminue le potentiel 
de reconstitution hématopoïétique des CSH murines et induit un biais de 
différenciation vers le lignage myéloïde aux dépens de la lignée lymphoïde (Keenan et 
al. 2020). La voie SUV39H1-H3K9me3-HP1 participe au maintien de la répression des 
loci Th1, assurant la stabilité du lignage des lymphocytes T auxiliaires Th2 (Allan et al. 
2012). Djeghloul et al. mettent en évidence que SUV39H1 est aussi impliquée dans le 
potentiel de différenciation B des CSH (Djeghloul et al. 2016). Des souris déficientes 
pour Suv39h1 développent des lymphomes B tandis que la surexpression de Suv39h1 
conduit à une altération de la différentiation érythroïde (Peters et al. 2001; Czvitkovich 
et al. 2001). En 2020, Chu et al. montrent que l’expression de SUV39H1 diminue dans 
les CD34+ de patients atteints de LAM avec réarrangement du gène MLL par rapport à 



39 
 
 

des individus sains et aussi dans les cellules souches leucémiques (CSL, c-Kit+) de 
modèles de souris LAM (induits par les fusions MLL-AF9 et MLL-NRIP3) (Chu et al. 
2020). De plus, la surexpression de Suv39h1 augmente la latence de la leucémie et 
diminue la fréquence des CSL dans les modèles de souris LAM tandis que la perte de 
Suv39h1 accélère la progression de la maladie avec une nombre accrue de CSL (Chu et 
al. 2020). Ces données mettent en évidence l’implication de SUV39H1 dans la 
différenciation des cellules hématopoïétique et sa dérégulation dans le développement 
et/ou la progression de maladies hématopoïétiques. 

H3K4me3 

H3K4me3 est une marque activatrice retrouvée dans des régions promotrices et aux 
sites d’initiations de la transcription des gènes. Cette marque protège les promoteurs 
de la méthylation de l’ADN, et ainsi permet de garder une chromatine ouverte et 
accessible à la machinerie transcriptionnelle (Kramer et Challen 2017). Dans les CSH, 
des gènes codant pour des facteurs de transcription impliqué dans l’engagement 
cellulaire tels que C/EBPα, Ebf1, Pax5, Meis1, Gata2 et Gata3 ont des promoteurs 
bivalents ayant à la fois des marques activatrices tel que H3K4me3 et des marques 
répressives comme H3K27me3 (Kramer et Challen 2017). Chen et al. montrent qu’en 
plus d’être enrichie dans les îlots CpG la marque H3K9me2 est aussi présente au niveau 
des sites d’initiation de transcription, là où est retrouvée H3K4me3 (X. Chen et al. 2012). 
Les gènes avec des promoteurs bivalents ne sont généralement pas exprimés, ou très 
faiblement (Kramer et Challen 2017). Ces promoteurs sont dans un état métastable 
prêts à être activés ou réprimés. Lorsque les CSH s’engagent vers une voie de 
différenciation, une réduction de promoteurs bivalents est observée. En effet, lors du 
processus de différenciation, la marque activatrice ou répressive prendra le dessus, 
dépendant du gène, du type cellulaire (Weishaupt, Sigvardsson, et Attema 2010) 
[Figure 8]. 
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Figure 8. Un état métastable de la chromatine dans les cellules souches, 
caractérisé par une chromatine bivalente.  
Le gène X possède à la fois la marque activatrice H3K4me3 et la marque répressive 
H3K27me3 (ou H3K9me2), conduisant à une minime ou une quasi-absence d’expression 
dans les cellules souches.  Au cours de la différenciation, la marque H3K27me3 (ou H3K9me2) 
prend le dessus dans le type cellulaire A conduisant à une répression de l’expression du gène 
X.  A l’inverse, dans le type cellulaire B, la marque H3K4me3 prend l’avantage conduisant à 
une activation de l’expression du gène X.  

 

d. Les ARN non codant 
 

Les LncARN régulent de nombreux processus biologiques dans les CSH (Xu Zhang et 
Hu 2016). Venkatraman et al. mettent en évidence que l’expression de H19, un LncARN, 
a un rôle critique dans la maintenance des CSH en quiescence (Venkatraman et al. 
2013). La comparaison du transcriptome des CSH et des cellules hématopoïétiques 
engagées dans un lignage a permis d’identifier 159 LncARN enrichis dans les CSH (Luo 
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et al. 2015). L’inhibition de l’expression de deux des LncARN (LncHSC-1/2) enrichis dans 
les CSH murines compromet l’auto-renouvellement des CSH et leur destin cellulaire 
(Luo et al. 2015). 

Les miARN jouent un rôle important à toutes les étapes de l’hématopoïèse (Vasilatou 
et al. 2010).  En 2010, Guo et al. montrent que la forte expression de miR-125a dans les 
CSH murines permet d’augmenter la taille du pool de CSH en inhibant l’expression de 
Bak1, un gène pro-apoptotique (S. Guo et al. 2010). La même année, Ooi et al. 
observent que la surexpression de miR-125b dans les CSH induit un biais de 
différenciation vers la lignée lymphoïde en ciblant des gènes pro-apoptotiques Klf13 
et Bmf (Ooi et al. 2010). En 2016, Djeghloul et al. montrent que la surexpression de 
miR-125b (ciblant SUV39H1) dans les CSH humaines(CD34+CD38-) de sang de cordon 
entraine une diminution de la lymphopoïèse B et un biais de différenciation myéloïde 
(Djeghloul et al. 2016). 

De nombreuses études ont permis d’identifier le rôle oncogène ou suppresseur de 
tumeur des lncARN et des miARN dans les hémopathies maladies (Mardani et al. 2019; 
Dieter, Lourenco, et Lemos 2020). Par exemple Yazdi et al. mettent en évidence le 
potentiel oncogène de PVT1, un long ARN non codant dans le développement de la 
LLA (Yazdi et al. 2018). MiR-155 a un rôle suppresseur de tumeur dans la LAM (Palma 
et al. 2014; Xiaoyu Zhang et al. 2018). He et al. ont identifié un cluster de microARN, 
miR17~92 comme un potentiel oncogène dans les lymphomes des cellules B (He et al. 
2005). La présence des lncARN et des miARN peut être de bon ou mauvais pronostic 
(Becerra et García-Alcocer 2020; Dieter, Lourenco, et Lemos 2020; Neaga et al. 2020). 
La surexpression du lncARN CASC15 est associée à un meilleur pronostic dans le cadre 
de la LAL à lymphocytes B de l’enfant avec une translocation t(12;21) et dans la LAM 
de l’enfant avec une translocation t(8 ;21) (Fernando et al. 2017). La dérégulation de 
miR-335-3p est associée à un phénotype sévère et contribue au développement d’une 
chimiorésistance dans la LLA de l’enfant (Pouyanrad, Rahgozar, et Ghodousi 2019). 

e. La méthylation de l’adénine en N6 des ARN 
 

La méthylation de l’adénine en N6 (m6A) est la modification la plus abondante, 
fréquente et conservée des ARN eucaryotes. Tous les types d’ARN (ARNm, ARNt, ARNr, 
ARN non codant) peuvent être régulés par cette modification. Elle est impliquée dans 
divers mécanismes : l’épissage, la stabilité, la translocation et la traduction de l’ARN (X. 
Jiang et al. 2021).  En 2019, Cheng et al. révèle que la modification m6A a un rôle clé  
dans le choix du destin des CSH dans le processus de différenciation en modulation 
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l’ARNm Myc (Cheng et al. 2019). Plus récemment, Yin et al. mettent en évidence que la 
marque m6a sur l’ARNm IGF2BP2 est impliqué dans la maintenance de la fonction CSH 
en restreignant l’activité mitochondriale (Yin et al. 2022). 

Ainsi les marques épigénétiques de l’ADN, des ARN et des protéines (histones) ont un 
rôle majeur dans les CSH. 

5. Vieillissement des CSH 
 

a. Altérations fonctionnelles des CSH avec l’âge 
 

L’homéostasie du système hématopoïétique est un équilibre dynamique entre les 
mécanismes d’auto-renouvellement, de différenciation, de survie et de mort cellulaire. 
Des altérations de cette homéostasie sont observées lors d’un stress, du vieillissement 
et dans les hémopathies malignes.  

Aussi bien chez l’Homme que chez la souris le nombre de cellules ayant un phénotype 
CSH dans la moelle osseuse augmente au cours du vieillissement mais elles présentent 
plusieurs défauts fonctionnels (S. J. Morrison et al. 1996; G. de Haan et Van Zant 1999; 
Rossi et al. 2005; Chambers et al. 2007; Pang et al. 2011). L’augmentation du nombre 
de CSH avec l’âge peut être expliquée par un mécanisme de compensation pour pallier 
la perte de fonction des CSH avec l’âge (Pang et al. 2011). Une autre raison (non 
exclusive à la précédente) est le fait que les CSH âgées seraient beaucoup moins 
quiescentes que les CSH jeunes et ainsi subiraient plus de divisions (Pang et al. 2011).  
En 2008, Wilson et al. observent que les LT-CSH primitives se divisent cinq fois durant 
toute la vie de la souris. Quelques années plus tard, une étude de Bernitz et al. montrent 
que la cinquième division conduit à la perte totale du potentiel des LT-CSH et ainsi 
initie de façon irréversible le déclin du système hématopoïétique (Bernitz et al. 2016). 
Des essais de transplantation en série de CSH murines et humaines âgées mettent en 
évidence qu’elles ont une baisse de leur capacité d’auto-renouvellement et de 
reconstitution à long terme (Kamminga et al. 2005; Rossi et al. 2005; Yahata et al. 2011). 
Cependant on ne sait pas si la dégénérescence de l’hématopoïèse est le résultat d'un 
véritable changement dans l'auto-renouvellement ou bien d’un changement clonal 
dans la composition du compartiment des CSH. Ce point est actuellement débattu. 

En 2016, Grover et al. mettent en évidence par des analyses de RNA-seq à l’échelle 
unicellulaire une expansion des CSH biaisées vers la différenciation plaquettaire dans 
les souris âgées (Grover et al. 2016). En 2021, grâce à l’analyse des transcriptomes de 
15 000 CSPH murines, Hérault et al. identifient de nouveaux et rares sous-types de CSH 
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qui s’accumulent avec l’âge (Hérault et al. 2021). Bien que la trajectoire de 
différenciation des CSHP ne soit globalement pas modifiée, la répartition des CSHP 
âgées le long de cette trajectoire est altérée. En effet, Hérault et al. mettent en évidence 
une diminution de cellules à des stades terminaux de différenciation (destinées à 
devenir lymphocytes, des neutrophiles et des mastocytes) en faveur des stades initiaux 
essentiellement celui de LT-CSH (Hérault et al. 2021). 

Des anomalies dans le potentiel de différenciation des CSH sont observées avec l’âge. 
En effet, la transplantation des CSH âgées dans des souris jeunes induit un biais de 
différenciation des CSH au profit de la lignée myéloïde (Liang, Van Zant, et Szilvassy 
2005). De plus, la répartition des progéniteurs myéloïdes (GMP) et lymphoïdes (CLP) 
change avec l’âge des souris. Rossi et al. montrent que des souris âgés ont 1.7 fois plus 
de GMP et 2.3 fois moins de CLP que les souris jeunes (Rossi et al. 2005). Ce biais dans 
le potentiel de différenciation est corrélé à des changements de l’expression de gènes 
dit « pro-myéloïde » et « pro-lymphoïdes ». L’analyse du transcriptome de CSH 
murines et humaines met en évidence une activation de l’expression de gènes 
myéloïdes et une diminution de l’expression de gènes lymphoïdes avec l’âge (Rossi et 
al. 2005; Pang et al. 2011; Rundberg Nilsson et al. 2016).  

Grâce à l’étude de plus de 400 transplantations à l’échelle unicellulaire, Yamamoto et 
al. identifient une population de CSH dite «latente» trouvée exclusivement dans la 
moelle osseuse des souris âgées (Yamamoto et al. 2018).  Ces CSH « latentes » sont 
capables de s’auto-renouveler mais elles ne parviennent pas pour la majorité à se 
différencier, en particulier vers le lignage lymphoïde après une transplantation 
primaire. Néanmoins, elles sont capables, après des transplantations uniquement 
secondaires, de différencier vers tous les lignages. Ces données remettent en question 
le dogme traditionnel du vieillissement des CSH et les approches actuelles pour définir 
et tester les CSH (Yamamoto et al. 2018). 

Plusieurs études rapportent que le déclin de l’hématopoïèse et du système immunitaire 
au cours du vieillissement confère un fort risque de développer des maladies 
infectieuses, des maladies auto-immunes et des leucémies (Warren et Rossi 2009; 
Kuranda et al. 2011; Geiger, de Haan, et Florian 2013).  

Les anomalies observées avec l’âge ne sont pas dues uniquement à des changements 
intrinsèques aux CSH (cf.Section I.5.B). La niche hématopoïétique et d’autres facteurs 
extrinsèques à la cellule sont aussi impliqués dans le vieillissement des CSH (Latchney 
et Calvi 2017). La capacité des cellules à être recruté de la circulation vers la niche 
vasculaire puis endostéale est appelé le « homing ». Des expériences de 
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transplantations montrent qu’avec l’âge les CSH présentent des défauts dans leur 
capacité de homing.  En effet, des CSH âgées transplantées dans des souris jeunes et 
des CSH jeunes transplantées dans des souris âgées ont une capacité de homing 
similaire mais réduite comparé à des CSH jeunes transplantées dans des souris jeunes 
(Liang, Van Zant, et Szilvassy 2005). En 2009, Köhler et al. observent que les CSH âgées 
ont une réduction de leur adhérence aux cellules stromales  (Köhler et al. 2009). 

b. Altérations moléculaires dans les CSH  
 

Les altérations moléculaires des CSH observées au cours du vieillissement sont 
résumées dans la figure 9. 

 

Figure 9. Les altérations moléculaires des CSH lors du vieillissement. 
Ce schéma représente les six grandes altérations moléculaires observées dans les CSH 
âgées décrites dans ce mémoire : 

- Un remaniement des marques épigénétiques  
- Dérégulation de la réparation des dommages à l’ADN 
- Accumulation des espèces réactives de l’oxygène (ROS) 
- Raccourcissement des télomères  
- Accumulation des cellules sénescentes 
- Changements de polarité 
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i. Remaniement de marques épigénétiques   
 

La perte de marqueurs de l’hétérochromatine est observée dans les maladies de 
vieillissement prématuré tel que le syndrome de Progéria Gilford Hutchinson (HGPS), 
le syndrome de Werner (Scaffidi et Misteli 2006; W. Zhang et al. 2015). 

Sun et al. mettent en évidence une réduction de l’expression des régulateurs de 
l’épigénétique tels que Ezh2, Dnmt1, Tet1 et Tet3 dans les CSH murines âgées. De plus 
ils observent des remaniements du profil de méthylation de l’ADN et des histones dans 
les CSH au cours du vieillissement, notamment une augmentation de la méthylation de 
l’ADN au promoteur de Runx1, de la marque répressive H3K27me3 au locus Flt3, de la 
marque activatrice H3K4me3 au promoteur de Oxr1 (senseur du stress oxydatif) (D. Sun 
et al. 2014). Dans les CSH de l’Homme et de la souris l’expression de SUV39H1 et le 
niveau de H3K9me3 diminuent avec l’âge et aboutissent à une relaxation de 
l’hétérochromatine. Une surexpression de SUV39H1 permet d’améliorer le potentiel de 
différenciation des CSH humaines âgées vers la lignée lymphoïde B (Djeghloul et al. 
2016). La restauration de l’expression de Suv39h1 permet d’augmenter l’espérance de 
vie chez la drosophile (Wood et al. 2016). Ainsi l’ensemble de ces données suggère une 
diminution globale de l’hétérochromatine lors du vieillissement.  En général, les 
modifications de la méthylation liées à l’âge comprennent une hypométhylation 
globale et une hyperméthylation sur des sites spécifiques tel que des promoteurs (Xiao 
et al. 2016). 

Les technologies de séquençage NGS (next generation sequencing) utilisées sur des 
cellules hématopoïétiques provenant d’individus sans maladie hématologique a permis 
d’identifier plusieurs mutations somatiques récurrentes dans des gènes associés à des 
hémopathies malignes. La majorité de ces mutations sont sans conséquence 
fonctionnelle mais certaines peuvent conférer un avantage compétitif à la cellule mutée 
par rapport aux autres cellules au niveau de la survie, de la prolifération et ainsi 
favoriser l’émergence clonale (Jaiswal et Ebert 2019). Chez les sujets sains de plus de 
70 ans, la prévalence de ces mutations clonales peut dépasser 10% (Busque et al. 2012; 
Xie et al. 2014; Jaiswal et al. 2014; Genovese et al. 2014). Cette hématopoïèse clonale 
de signification interminée (CHIP) augmente avec l’âge, témoignant d’une instabilité 
génomique.  Les études de CHIP au cours du vieillissement chez l’Homme montrent 
que les mutations les plus fréquentes touchent des gènes impliqués dans 
l’épigénétique tels que DNMT3A, TET2, ASXL1(Jaiswal et al. 2014; Zink et al. 2017). 
Adelman et al. montrent que les CSH humaines âgées subissent une reprogrammation 
épigénétique comprenant une redistribution de la méthylation de l’ADN, une réduction 
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des marques activatrices H3K27ac, H3K4me1 et H3K4me3. Ces remaniements de 
l’épigénome ciblent des voies du développement embryonnaire dont l’engagement 
cellulaire et des voies du cancer, qui sont altérées de façon similaires chez les patients 
LAM quel que soit leur âge (Adelman et al. 2019). Des analyses de cytométrie de masse 
à l’échelle unicellulaire (CyToF) révèlent une augmentation de la variabilité de 
l’épigénome dans les cellules T entre des individus sains avec l’âge, suggérant que le 
vieillissement n’affecte pas les marques épigénétiques de façon uniforme avec le temps 
(Cheung et al. 2018). 

ii.  Dérégulation de la réparation des dommages à l’ADN  
 

Les CSPH âgées murines et humaines ont un nombre important de lésion à l’ADN, 
notamment une augmentation des foci γH2AX, un marqueur des cassures double brin 
(CDB) (Rossi et al. 2007; Rübe et al. 2011; Moehrle et al. 2015). Rossi et ses collègues 
testent l’hypothèse selon laquelle l’accumulation des dommages à l’ADN pourrait être 
le principal mécanisme du déclin des CSH âgées. Ils étudient des modèles de souris 
présentant des déficiences dans les voies de maintenance de l’intégrité génomique tel 
que la réparation par excision des nucléotides (NER), la maintenance des télomères, la 
voie des jonctions d’extrémités non homologues (NHEJ) dans le but d’examiner les 
réserves des CSH et les fonctions de ces cellules lors du vieillissement. Ces défauts 
n’épuisent pas le pool de CSH avec l’âge mais elles altèrent les capacités fonctionnelles 
des CSH, comprenant une perte du potentiel de reconstitution et de prolifération, une 
augmentation de l’apoptose (Rossi et al. 2007).   

Les CSH adultes à l’état de quiescence utilisent la voie du NHEJ pour réparer les CDB 
(de Laval et al. 2013). Notre équipe a mis en évidence que la thrombopoïétine (TPO) 
limite la mutagenèse et la perte de fonction à long-terme des CSH induits par des 
dommages à l’ADN en stimulant une voie dépendante de la DNA-PK, une kinase du 
NHEJ (de Laval et al. 2013). L’effet protecteur de cette cytokine sur l’intégrité 
génomique des CSH nécessite une coopération des voies ERK, NF-kB et IEX-1(de Laval 
et al. 2014). Rossi et al. montrent qu’une déficience de KU80 (une protéine clé du NHEJ) 
affecte les capacités fonctionnelles des CSH murines semblable à ceux observés lors du 
vieillissement (Rossi et al. 2007). Ainsi le maintien de l’intégrité génomique est essentiel 
pour empêcher le déclin fonctionnel des CSH avec l’âge (J. Lee et al. 2019). 
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ii. Accumulation des espèces réactives à l’oxygène (ROS) 
 

L’état de quiescence des CSH leur permet d’avoir une activité métabolique faible et 
ainsi de générer de très faible niveau d’espèces réactive à l’oxygène (ROS). Cependant, 
avec l’âge les CSH accumulent des niveaux de ROS élevés (Porto et al. 2015). 

Les facteurs de transcription de la sous-famille Forkhead O (FOXO) jouent un rôle 
essentiel dans la régulation de la quantité des ROS dans les CSH (Tothova et al. 2007). 
Des souris déficientes en Foxo présentent un phénotype similaire au vieillissement, des 
hauts niveaux de ROS, un biais de différenciation vers la lignée myéloïde et des signes 
d’épuisement du pool de CSH après des transplantations en séries (Y.-Y. Jang et Sharkis 
2007). Yahata et al. montrent que le traitement des CSH humaines avec un inhibiteur 
de la glutathion synthétase, induisant un haut niveau intracellulaire de ROS, 
augmentent le niveau de lésions à l’ADN et altèrent le potentiel de reconstitution des 
CSH. A l’inverse, l’utilisation d’anti-oxydant empêche la perte de fonction des CSH 
(Yahata et al. 2011). 

Le métabolisme cellulaire joue un rôle important dans le maintien des fonctions des 
CSH tout au long de la vie mais les causes moléculaires responsable de l’altération du 
métabolisme avec l’âge reste encore mal connues (De Haan et Lazare 2018).  

 

iii. Raccourcissement des télomères 
 

Malgré la présence de l’activité télomérase qui maintient la longueur des télomères 
dans les CSH, elle n’empêche pas leur raccourcissement au cours des divisions 
cellulaires et avec l’âge.  La télomérase est formée d’une protéine catalytique appelée 
telomerase reverse transcriptase (TERT) et d’une molécule d’ARN complémentaire à 
l’ADN télomérique (hTR). Fali et al. montrent grâce à la méthode TRAP (Telomere Repeat 
Amplification Protocol) que les CSPH humaines âgées ont une réduction de l’activité 
télomérase (Fali et al. 2018). Les CSH murines mTr-/- ou mTert-/- ont une diminution 
considérable de leur capacité à subir des transplantations en série par rapport aux CSH 
sauvages (Allsopp, Morin, DePinho, et al. 2003). Rossi et al. montrent que la baisse de 
la capacité de reconstitution et de prolifération des CSH mTR-/- est d’autant plus 
marquée avec l’âge (Rossi et al. 2007). Bien que les CSH murines surexprimant mTERT 
n’ont pas de raccourcissement de leurs télomères après la quatrième transplantation, 
elles ne sont pas capables d’étendre leur capacité réplicative à la cinquième 
transplantation (Allsopp, Morin, Horner, et al. 2003). Ces résultats suggèrent que dans 
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les CSH le raccourcissement des télomères n’est pas le seul mécanisme impliqué dans 
la senescence réplicative. 

iv. Accumulation des cellules sénescentes 
 

Les CSPH humains âgés ont une augmentation de l’expression de CDKN2B (P15) et de 
CDKN1A (P21), jouant des rôles importants la senescence et l’arrêt de la division 
cellulaire. Les CSPH âgées ont une forte expression de la β-galactosidase par rapport à 
des CSPH jeunes (Fali et al. 2018). 

L’irradiation de souris à des doses sub-létales (6.5 Gy) conduit à une augmentation de 
P16INK4A et SA-β-galactosidase dans CSH LSK+ de souris irradiées. Ces résultats 
suggèrent que l’exposition à l’irradiation conduit à une augmentation de la senescence 
des CSH (Yong Wang et al. 2006). 

L’administration d’un médicament anti-apoptotique ABT263 (un inhibiteur des 
protéines anti-apoptotiques BCL-2 et BCL-xL) par voie orale à des souris âgées ou 
irradiées provoque une déplétion des cellules sénescentes, incluant les CSH (Chang et 
al. 2016). De plus les CSH venant de souris âgées traitées à ATB263 ont une 
amélioration de leur clonogénicité par rapport à celles des souris âgées non traitées et 
sont capables de reconstituer l’hématopoïèse à long-terme après transplantation. Ces 
résultats démontrent que la réduction de cellules sénescentes permet de rajeunir les 
CSH âgées (Chang et al. 2016). 

v. Changements de polarités 
 

Une cellule est définie comme étant polarisée lorsque les organites, les ARNm, les 
miARN et/ou les protéines sont distribuées de façon non symétrique (Florian et Geiger 
2010). La disposition des constituants intracellulaires est due aux réseaux 
microtubulaires, qui sont régulés par un ensemble de protéines dont Cdc42, une 
RhoGTPase oscillant entre deux états : actif, lié au GTP et inactif, lié au GDP. Des souris 
Cdc42GAP-/- jeunes présentant un gain de l’activité Cdc42 ont un phénotype de 
vieillissement prématuré avec une augmentation des cellules myéloïdes et une 
diminution des cellules T dans le sang périphérique (Florian et al. 2012). L’activation 
constitutive de Cdc42 induit une dépolarisation de Cdc42 lui-même, de la tubuline et 
de la marque épigénétique H4K16ac. A l’inverse, une réduction de l’activité de Cdc42 
par la CASINE rajeunit la fonction des LT-CSH âgées et restaure le niveau et la 
distribution spatiale de H4K16ac (Florian et al. 2012). En 2018 Grigoryan et al. mettent 
en évidence que l’augmentation de l’activité de Cdc42 dans les CSH âgées provoque 
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la répression de la lamine A et C et est corrélée à une altération de l’architecture et du 
volume nucléaire (Grigoryan et al. 2018). Ces changements dans les CSH âgées sont 
aussi réversibles en diminuant l’activité de Cdc42 dans les CSH âgées (Grigoryan et al. 
2018). 

Ainsi au moins certains aspects du processus de vieillissement des CSH âgées (la 
sénescence, les altérations épigénétiques…) semblent être réversibles dans une 
certaine mesure (Grigoryan et al. 2018; Wahlestedt et al. 2017).  

Le vieillissement mène aussi à la dérégulation des éléments transposables. Cet aspect 
sera discuté dans la section II. 5. 
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Introduction 

Partie II. Les éléments transposables 
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1. La découverte des éléments transposables 
 

Dans les années 50, au cours de ses travaux de recherche sur les effets des rayons X 
sur la cytogénétique, la généticienne Barbara McClintock est la première à découvrir 
des fragments d’ADN capables de se déplacer dans le génome du maïs. Ces 
« fragments d’ADN sauteurs » sont maintenant appelés éléments transposables. Elle a 
observé que parmi ses stocks de maïs irradiés certains maïs avaient des cassures 
chromosomiques spontanées sans une irradiation supplémentaire. Les premiers 
éléments transposables identifiés laissent des marques très visible à l’œil nu puisqu’ils 
sont responsables de la variabilité de la pigmentation des grains de maïs (McClintock 
1941; Mcclintock 1956) [Figure 10]. A l’époque il était difficile d’admettre pour les 
scientifiques l’idée que l’ADN n’était pas une structure stable. Ses observations sont 
tout d’abord restées incomprises par la communauté scientifique jusqu’à la découverte 
de la dysgénésie des hybrides chez la drosophile (Picard 1976). Ce phénomène désigne 
l’incapacité de produire une descendance fertile lors d’un croisement entre des lignées 
spécifiques de Drosophila melanogaster et est causé par la mobilisation des éléments 
transposables (Rubin, Kidwell, et Bingham 1982; Bingham, Kidwell, et Rubin 1982). En 
1980, Orgel et Crick décrivent les éléments transposables comme des « parasites », 
« égoïstes », et émettent l’hypothèse selon laquelle ces éléments transposables ne 
conférent aucun avantage sélectif ; leur émergence serait due uniquement à leur 
capacité de réplication autonome (Orgel et Crick 1980). L’acceptation de cette 
hypothèse par les scientifiques a ralenti les recherches sur la significativité évolutive 
des éléments transposables.  

 

Figure 10. Les différents pigments du grain de maïs. 
(Tiré de Feschotte, Jiang, et Wessler 2002) 

La variabilité de couleur du grain de maïs est due à l’insertion ou non d’un élément 
transposable dans un gène codant pour une enzyme impliquée dans la synthèse du pigment 
anthocyanine. 
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Il a fallu attendre quelques années, après avoir découvert que les éléments 
transposables sont présents en grand nombre et répartis de façon ubiquitaire dans le 
génome, pour susciter l’intérêt de la communité scientifique sur leur origine évolutive 
et leurs potentielles fonctions biologiques (Leib-Mösch et Seifarth 1995). Les avancées 
dans les méthodes de séquençage ont permis de montrer que quasiment la moitié des 
génomes humain et murin sont constitués d’éléments transposables (International 
human genome sequencing consortium, 2001 ; Mouse genome sequencing 
consortium, 2002). 

Au cours de ces deux dernières décennies, les éléments transposables ont été identifiés 
et leur classification bien établie selon leur origine, structure et fonction. Il est 
actuellement indéniable que les éléments transposables ont joué un rôle déterminant 
dans l’évolution de leurs génomes hôtes et qu’ils sont encore impliqués dans la 
variabilité génomique (Muñoz-Lopez et al. 2016). Nous verrons dans la section II. 3 que 
les éléments transposables ont bien d’autres fonctions.  
 

2. Classification des éléments transposables 
 

Les éléments transposables sont définis comme des séquences d’ADN présentant des 
motifs répétés et capables de se déplacer dans le génome. Ils représentent 45% du 
génome humain. En 1989, David Finnegan propose la première classification des 
éléments transposables en deux classes se fondant sur leur mode de transposition 
(Finnegan 1989) [Figure 11]. 

Les éléments transposables de classe 1 aussi appelés rétro-éléments (RE) se déplacent 
selon un mécanisme de «copier-coller » via un intermédiaire ARN qui est rétro-transcrit 
grâce à une transcriptase inverse en une molécule d’ADN et qui est ensuite intégré à 
un autre endroit dans le génome. Les RE sont subdivisés à leur tour en deux sous-
catégories selon qu’ils ont ou non des longues répétitions terminales (LTR, Long 
Terminal Repeat) à leurs extrémités (Feschotte et Pritham 2007). 

Les éléments transposables de classe II ou transposons à ADN bougent selon le mode 
« couper-coller » sous forme de fragment d’ADN. Ils ont un cadre de lecture ouvert 
(ORF, Open Reading Frame) codant pour une transposase et qui est encadrée des deux 
côtés par des répétitions terminales inversées (TIR, Terminal Inverted Repeats). La 
transposase reconnait les TIR et excise l’élément à leur niveau pour être intégré à une 
autre position dans le génome (Feschotte et Pritham 2007). Les transposons à ADN 
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sont inactifs chez l’Homme. Ils ont été majoritairement actifs durant la période 
d’évolution précoce des primates et jusqu’à il y a environ 37 millions d’années (Pace et 
Feschotte 2007). 

 

Figure 11. Deux mécanismes de transposition des éléments transposables.   
(Adapté de Ågren et Clark 2018) 

Les éléments transposables de classe I bougent selon le mode « copier-coller » grâce à un 
intermédiaire ARN. Les éléments transposables de classe II se déplacent selon le mode 
« couper-coller » sous forme d’ADN. 

 

En 2007, Wicker et al. proposent une classification hiérarchique des éléments 
transposables pour les eucaryotes en se basant sur la classification de Finnegan et en 
ajoutant d’autres critères tels que les similarités de séquences et leurs relations 
structurelles (Wicker et al. 2007) [Figure 12]. La classification de Wicker est celle la plus 
utilisée aujourd’hui par la communauté scientifique. Elle inclut les notions 
« autonome » et « non-autonome », qui sont retrouvées dans les deux classes. Les 
éléments transposables sont définis comme autonomes s’ils codent toutes les 
protéines nécessaires à leur transposition. A l’opposé, les éléments transposables non-
autonomes ne possèdent pas toute la machinerie nécessaire à leur transposition. Pour 
la plupart, les éléments transposables non autonomes sont des reliquats mutés des 
membres de la famille autonome et ont besoin des éléments autonomes pour 
transposer (Kajikawa et Okada 2002).  

Nous allons nous intéresser uniquement aux éléments transposables de classe I (RE) 
qui est la classe la plus représentée :  43% du génome humain, contre 3% pour les 
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transposons à ADN. Les RE créent de nouvelles copies d’eux-mêmes lors de la 
transposition et peuvent atteindre un nombre de copies relativement élevé durant une 
courte période de l’évolution du fait de leur nature réplicative et leur accumulation 
continue (Platt, Vandewege, et Ray 2018). 

 

Figure 12. Classification des éléments transposables proposés par Wicker et al.  
(Tiré de Wicker et al., 2007) 
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Dans cette classification, les éléments sont regroupés en Classe, Sous-classes, Ordres, 
Superfamilles et Familles. La Classe est déterminée selon le mode de transposition. La Sous-
classe se base sur le nombre de brins d’ADN coupés lors de la transposition.  L’Ordre prend 
en compte le type d’enzymes que les éléments transposables codent. La Superfamille se 
base sur la structure des séquences, leurs domaines protéiques ou leur TSD (Terminal Side 
Duplication). 

 

a. Les rétro-éléments avec LTR 
 

Constituant 8,3% du génome humain, les rétro-éléments (RE) avec LTR regroupent 
comme leur nom l’indique des RE avec des séquences LTR et peuvent atteindre une 
taille de 10kb (Bannert et Kurth 2004; Platt, Vandewege, et Ray 2018).   

Les LTR sont des séquences en orientation directe de quelques centaines de bases et 
situés aux extrémités du RE. Ils contiennent les régions promotrices et régulatrices des 
séquences codantes du RE et possèdent trois domaines fonctionnels : U3 (pour 
«unique» en 3’ de l’ARN), R (pour «répétée » aux extrémités de l’ARN) et U5 (pour 
«unique» en 5’ de l’ARN). L’ARN issue de la transcription du RE commence et se termine 
à la région R (Kovalskaya et al. 2006). Ces RE ont une similarité avec les rétrovirus 
puisqu’ils possèdent au moins deux ORF gag et pol. Le gène gag chez les rétrovirus 
code pour des protéines constituant la capside virale. Son rôle dans les RE est encore 
mal compris.  Le gène pol code pour des protéines impliquées dans la transposition, 
incluant la protéase (Aspartic proteinase, AP) et la transcriptase inverse (RT) importante 
pour la rétrotranscription, une Rnase H (RH) et une intégrase (INT) permettant 
l’insertion de l’élément dans le génome de l’hôte (Wojciech Makałowski et al. 2019). La 
transposition des RE avec LTR génère une duplication du site cible (TSD, Target Site 
Duplication) de 4 à 6 paires de bases. 

Au sein des RE avec LTR, il existe quatre superfamilles : (1) Ty1-copia, (2) Ty3-gipsy, (3) 
BEL-Pao, (4) rétrovirus endogène (ERV) (Wicker et al. 2007) [Figure 13]. Tous les RE avec 
LTR ont un mécanisme de transposition similaire. Les RE de la superfamille Ty1-copia 
diffèrent des autres superfamilles par l’ordre des domaines protéiques du gène pol. 
Bien que les superfamilles Ty3-gipsy et BEL-Pao possèdent la même structure, les 
analyses phylogénétiques montrent qu’ils appartiennent à des superfamilles 
différentes.  
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Figure 13. Quatre superfamilles au sein des rétroélements avec LTR. 
Protéase (Aspartic proteinase, AP); transcriptase inverse (RT); Rnase H (RH); intégrase (INT) 

 

Présent chez tous les vertébrés, les ERV, étant la superfamille majoritaire au sein des 
RE avec LTR, constituent 7,7% du génome humain (Bannert et Kurth 2004). Ils sont issus 
d’anciennes infections virales des cellules germinales, avec une rétro-intégration de 
copies «pro-virales » dans l’ADN chromosomique de l’hôte et une dissémination intra-
génomique (Belshaw et al. 2005). Les ERV contiennent en plus des gènes gag et pol, le 
gène env contrairement aux trois autres superfamilles. Le gène env code pour la 
protéine d’enveloppe ayant un rôle dans l’entrée du rétrovirus exogène dans la cellule 
cible. La plupart des séquences des ERV ont subi plusieurs délétions et mutations les 
rendant transcriptionnellement silencieuses et incapables de rétro-transcrire 
(Gogvadze et Buzdin 2009) . Bien qu’il soit possible de trouver des ERV actifs avec un 
caractère infectieux chez la souris, aucun ERV humain est connu à ce jour comme 
infectieux (Kassiotis et Stoye 2016). Les HERV-K, des ERV récemment acquis chez 
l’Homme et ayant des ORF intacts, sont capables de produire des particules virales dans 
des lignées cellulaires issues de différents patients atteint de tumeurs germinales mais 
ils ne peuvent pas se répliquer dans les cellules humaines (Contreras-Galindo et al. 
2015; Kassiotis et Stoye 2016) 

 

b. Les rétro-éléments sans LTR 
 

Comme leur nom l’indique les RE sans LTR ne possèdent pas de LTR dans leur séquence 
et sont constitués à leur extrémité 3’ de séquences riches en adénosine. Les RE sans 
LTR sont les seuls connus pour être actifs dans le génome humain (Mills et al. 2007). 
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Les RE sans LTR les plus répandus chez les mammifères sont les Long Interspersed 
Nuclear Elements (LINE) et les Short Interspersed Nuclear Elements (SINE).  

 

i. Short Intersersed Nuclear Elements (SINE) 
 

Les SINE sont de petits RE allant de 80 à 500 bp et représentent environ 12% du 
génome humain (Wicker et al. 2007). Les SINE sont des éléments non-autonomes et 
peuvent transposer uniquement en utilisant la machinerie enzymatique des LINE 
(Ohshima et al. 1996). Le SINE est reconnu en trans par la transcriptase inverse d’un 
LINE favorisant ainsi la transposition du SINE (Kajikawa et Okada 2002; Kramerov et 
Vassetzky 2005).  

Les séquences SINE sont généralement encadrées par de courtes séquences TSD. Elles 
sont constituées de trois régions : 1. la région 5’ nommée « la tête » issue généralement 
d’un ARNt et qui contient un promoteur interne pour l’ARN polymérase III ; 2. la région 
centrale appelée « le corps » qui n’est pas issue d’un ARN et dont l’extrémité 3’ est 
similaire au LINE associé ; 3. la région 3’ nommée « la queue » qui est riche en AT ou 
bien présente une courte répétition en tandem. Néanmoins certains SINE divergent de 
ce profil structural, avec notamment des régions 5’ qui dérivent d’autres ARN cellulaires 
tel que l’ARN 7SL, l’ARNr 5S, des régions centrales ou des régions 3’ absentes 
(Kramerov et Vassetzky 2005) [Figure 14]. 

 

Figure 14. Structure des éléments SINE. 
 

Le génome de la souris (Mus musculus) possède quatre grands types de SINE : B1, B2, 
B4 et ID dont aucun n’est présent chez l’Homme (Maquat 2020). Il existe trois types de 
SINE dans le génome humain : les éléments Alu, les éléments SVA et les pseudogènes.  

Les éléments Alu constituant 10% du génome humain, sont les plus majoritaires au 
sein de la famille des SINE. Leur dénomination est due à la présence dans leur séquence 
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d’un site de clivage pour l’enzyme de restriction AluI (Houck, Rinehart, et Schmid 1979). 
Plus d’un million de copies de ces éléments Alu sont dispersées dans tout le génome 
humain (Lander et al. 2001). Ils sont fréquemment impliqués dans les réarrangements 
génomiques de par l’abondance de leurs copies. Ces remaniements du génome dus 
aux éléments Alu induisent des maladies génétiques telles que des hémopathies ou 
des maladies neurologiques. Les éléments Alu sont associés approximativement à 0.1% 
des maladies génétiques humaines (S. Kim et al. 2016). 

Les éléments SVA sont appelés ainsi de par leur structure qui se compose d’une région 
appelée SINE-R, des répétitions d’hexamères et une séquence Alu (SINE-
VNTR[Variable-number-of-tandem-repeats]-Alus). Ayant une taille typique de 2kb, les 
éléments SVA sont présent en 3000 copies dans le génome humain (1%) et sont les 
plus jeunes RE (Ostertag et al. 2003; H. Wang et al. 2005). Ils sont actifs dans le génome 
grâce aux éléments LINE et peuvent occasionnellement s’insérer dans des gènes et 
causer des maladies telles que la dystrophie musculaire congénitale de tymape 
Fukuyama, l’hypercholestérolémie autosomique récessive, la dystonie-parkinsonisme 
liée à l’X (Kobayashi et al. 1998; Wilund et al. 2002; Makino et al. 2007).  

Les pseudogènes sont apparus à la suite de la rétro-transcription d’ARNm cellulaires 
suivi d’une intégration dans le génome. Ils n’ont pas d’introns, une queue poly-A et 
sont encadrés par de courtes séquences TSD (Gogvadze et Buzdin 2009). 
Approximativement 20 000 pseudogènes sont estimés dans le génome humain (Tutar 
2012). La plupart des pseudogènes sont inactifs car ils ne possèdent pas de promoteurs 
fonctionnels (Vanin 1985; Weiner, Deininger, et Efstratiadis 1986). Ces vestiges sont 
utilisés comme des horloges moléculaires pour estimer les taux de mutations entre les 
espèces (Graur, Shuali, et Li 1989). 

 

ii.  Long Intersersed Nuclear Elements (LINE) 
 

Les LINE sont des éléments composés de longues séquences répétées, de taille 
variable. Ils sont subdivisés en cinq superfamilles : LINE-1 (L1), LINE-2 (L2), R2, RTE, I et 
Jockey (Eickbush et Malik 2002) [Figure 15]. Lorsque les LINE ne sont pas mutés, ils 
synthétisent la transcriptase inverse. Les superfamilles se distinguent par la nature et 
l’enchaînement de leurs domaines protéiques et aussi sur les relations phylogéniques 
des transcriptases inverses (Eickbush et Malik 2002).  
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Figure 15. La structure des cinq superfamilles au sein des LINE.  
Transcriptase inverse (RT); enveloppe (ENV); endonucléase apurinique (APE); Rnase 
H (RH) 

 

Les éléments de la superfamille R2 sont les seuls LINE à avoir un domaine protéique 
codant pour l’enveloppe (ENV). La superfamille RTE a un seul ORF codant pour une 
endonucléase apurinique (APE) en plus de la transcriptase inverse. Les éléments des 
superfamilles Jockey, L1 et I ont au moins deux ORF : le premier, ORF1, ressemble au 
gène gag des rétrovirus, le second, ORF2, code pour au moins la transcriptase inverse 
et l’APE (Eickbush et Malik 2002; Martin 2006). Les éléments de la superfamille I ont en 
plus dans l’ORF2 un domaine pour la RH (Eickbush et Malik 2002). Récemment, une 
troisième ORF appelé ORF0, localisée en amont de l’ORF1, a été découvert chez les 
éléments L1 humains mais sa fonction reste encore mal comprise (Denli et al. 2015). 

Les éléments L1 sont les plus étudiés car ils sont les plus majoritaires (plus de 500 000 
copies L1), représentant près de 20% du génome humain (Lander et al. 2001; P. L. 
Deininger et al. 2003). Les L1 ont une longueur typique de 6 kb chez l’Homme, 
comprenant en plus des ORF, une région 5’-UTR contenant des promoteurs sens et 
antisens pour l’ARN polymérase II et une région 3’-UTR présentant une queue poly-A 
de longueur variable (Babushok et Kazazian 2007). Les L1 sont les seuls LINE capables 
de rétro-transposer chez l’Homme (Mills et al. 2007) [Figure 16]. Néanmoins la plupart 
des L1 existent sous forme de copies inactives à cause notamment de la troncation en 
5’ qui a lieu au moment du processus d’insertion au site cible (Beck et al. 2010). Moins 
d’une centaine d’éléments L1 sont capables de rétro-transposer et sont répertoriées 
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dans le génome humain (Brouha et al. 2003; Beck et al. 2010; P. L. Deininger et al. 2003). 
Ces L1 actifs créent du polymorphisme mais ils sont aussi à l’origine de défauts 
génétiques (Khan, Smit, et Boissinot 2006). 

 

Figure 16. Le cycle de rétro-transposition des éléments L1. 
(Adapté de Viollet, Monot, et Cristofari 2014) 

A. La réplication des éléments L1 commence par la transcription de l’ARNm bicistronique ; 
B. L’ARN de l’élément L1 est exporté dans le cytoplasme ; C. La traduction permet la 
production des protéines ORF1 et ORF2 ; ces protéines se lient à l’ARN de L1 pour former 
des particules ribonucléiques (RNP) L1 ; D. Le RNP L1 est importé dans le noyau ; E. 
L’endonucléase (triangle rose) coupe au site cible génomique d’intégration ; F. La RT de L1 
(flèche noire) initie la rétrotranscription de l’ARN L1 ; les étapes finales de ce mécanisme 
restent encore mal comprises G. Une rétrotranscription partielle peut générer des copies de 
L1 tronquées en 5’. 
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3. Fonctions physiologiques  
 

a.  Les réarrangements génétiques causés par les RE 
 

i. La recombinaison  
 

La structure même des RE, à savoir la présence de motif répétés et l’abondance de leurs 
copies dans le génome, favorise des échanges de fragments de chromatine aussi 
appelé recombinaison (Makałowski 2000). Ce processus peut conduire à des délétions, 
des insertions, des duplications, ou des translocations réciproques, induisant des effets 
délétères, avantageux ou nuls (Kidwell et Lisch 2001; P. L. Deininger et al. 2003; Klein et 
O’Neill 2018) [Figure 17]. Par exemple, au cours de l’évolution, plusieurs étapes de 
duplications impliquant la recombinaison entre des éléments Alu ont favorisé 
l’émergence d’une famille de gènes de la glycophorine humaine (W. Makałowski 2000).  
A l’inverse, des effets délétères ont pu être observés dans de nombreuses maladies 
humaines (Segal et al. 1999; Kamp et al. 2000; Gogvadze et Buzdin 2009). En effet, dans 
le cas du syndrome d’Alport, la recombinaison entre des éléments L1 a provoqué une 
délétion de deux gènes codant pour le collagène de type IV (Segal et al. 1999). 

 

Figure 17. Remaniements génomiques par les rétro-éléments. 
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(Tiré de Deninger et al., 2003) 
A. Insertion ; B. Inversion ; C. Transduction ; D. Délétion ; E. Chimère ; F. Insertion d’ARN non 
autonome aidé par un élément en trans ; G. Recombinaison homologue inégale, une source 
de duplication et de délétions chromosomiques ; H. Recombinaison hétérogène et illégitime 
à cause de la présence d’éléments répétés inversés. 

 

ii.  Transduction des séquences flanquantes 
 

La cassure de l’ADN provoquée lors de l’excision du RE peut être un facteur de 
variabilité suivant le mécanisme de réparation de l’hôte (Kidwell et Lisch 2001). Lors de 
la rétro-transposition l’insertion du RE est aussi responsable de l’instabilité génomique 
(Kidwell et Lisch 2001). Cependant, le taux de mutations dues aux RE semble très faible 
chez l’Homme, d’environ 0.2% contre 10% chez la souris (P. L. Deininger et al. 2003). 
Les effets majeurs des RE ont lieu à l’échelle transcriptomique. 

La capacité de transduction de séquences encadrantes en 3’ à un nouveau site 
génomique est observée pour la première fois dans les éléments L1 (Moran 1999; 
Pickeral et al. 2000; Goodier, Ostertag, et Kazazian 2000) [Figure 17C]. Les éléments de 
la superfamille L1 ont un faible signal de polyadénylation (polyA), conférant le risque 
que la transcription ne s’arrête pas à ce signal. En effet, l’ARN polymérase peut 
continuer à transcrire jusqu’à un autre site de polyA plus efficace, aboutissant à une 
transduction de la séquence 3’ du L1 (Goodier, Ostertag, et Kazazian 2000; Gogvadze 
et Buzdin 2009). Environ 20% de tous les inserts L1 contiennent de l’ADN transduit à 
l’extrémité 3’ allant de quelques bases jusqu’à 1 kb (Gogvadze et Buzdin 2009). Les 
transductions liées aux éléments L1 peuvent conduire à des mélanges d’exons et de 
séquences régulatrices créant de nouveaux gènes ou altérant la transcription 
(Gogvadze et Buzdin 2009). 

La transduction des éléments SVA peut également avoir lieu à l’extrémité 3’ et créer de 
nouvelles familles de gènes tel que AMAC (Xing et al. 2006). Réciproquement, lorsque 
le promoteur d’un gène est localisé en amont d’un RE sans LTR complet, ou ayant une 
extrémité 5’ tronquée, il peut servir de promoteur externe au RE (H. Wang et al. 2005; 
Damert et al. 2009).  

Pris ensemble, l’ADN transduit représente moins d’un 1% du génome humain 
(Gogvadze et Buzdin 2009). 
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iii. La formation de rétrogènes chimériques 
 

La capacité de la transcriptase inverse à changer de matrice durant la synthèse de 
l’ADNc est une caractéristique connue chez les rétrovirus. Elle est indispensable pour 
la synthèse des séquences LTR rétrovirales (Temin 1993). Cette propriété de la 
transcriptase inverse peut être aussi observée durant la rétro-transcription des 
éléments L1, pouvant aboutir ainsi à la formation de rétrogènes chimériques. Ils sont 
produits lorsque l’ARN est rétro-transcrit en ADNc par la transcriptase inverse et qu’il 
est inséré à une nouvelle position génomique contenant des séquences flanquantes à 
l’extrémité 3’ des L1 (Gogvadze et Buzdin 2009). En 2003, Buzdin et al. montrent que 
diverses chimères ont été formées pendant au moins 47 millions d’années et que leur 
formation se poursuit encore aujourd’hui (Buzdin et al. 2003). Certains de ces rétro-
transcrits chimériques sont retrouvés exprimés dans les différents tissus humains 
(Buzdin et al. 2003). Ces éléments chimériques ne sont pas uniquement retrouvés chez 
l’Homme mais aussi dans d’autres organismes, suggérant ainsi que le changement de 
matrice lors de la rétrotranscription des L1 est un mécanisme de réarrangement 
génomique conservé entre les espèces (Elbarbary, Lucas, et Maquat 2016). 

b. La régulation en cis de l’activité des gènes par les RE 
 

Dans cette section, nous verrons les différents mécanismes des RE pour modifier le 
transcriptome [Figure 18]. 

 

Figure 18.  Les différents mécanismes des RE pour modifier le transcriptome. 
(Adapté de Gogvadze et Buzdin, 2009) 
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Les rectangles rouges : les rétro-éléments ; les rectangles verts ; exon d’un gène ; la flèche 
verte représente le site d’initiation de la transcription ; l’ovale violet représente une séquence 
enhancer. 

 

i. Les RE, des promoteurs de la transcription des gènes de l’hôte et 
aussi des régulateurs antisens 

 

Il est estimé que 6 à 30% des transcrits humains et murins sont initiés à partir des RE 
(Faulkner et al. 2009). Les RE sont des réservoirs de sites de liaisons de facteurs de 
transcription fonctionnels (Sun et al. 2018). Au cours de l’évolution, la mobilisation des 
RE dans le génome a permis l’insertion de séquences régulatrices à de nouveaux loci. 
Lorsqu’un RE s’insère à proximité de régions promotrices d’autres gènes, la sélection 
peut alors favoriser les séquences régulatrices du RE pour modifier l’expression des 
gènes adjacents. Avec le temps, les insertions de séquences régulatrices issus de RE, 
de par leur nature répétée, peuvent faire émerger un réseau de régulation, dans lequel 
un seul facteur de transcription qui était initialement associé à un RE, peut être  relié  à 
des dizaines, voire des centaines de RE et  ainsi connecté de nombreux gènes qui 
n’étaient pas liés auparavant (Platt, Vandewege, et Ray 2018; Sundaram et Wang 2018; 
Hermant et Torres-Padilla 2021). L’avantage de ce réseau est qu’il n’est pas nécessaire 
d’avoir plusieurs facteurs transcriptions pour activer l’expression de plusieurs gènes et 
permet ainsi à la cellule de réagir rapidement, par exemple dans le cas d’une infection 
virale (Chuong, Elde, et Feschotte 2016). Cette notion sera approfondie ultérieurement 
dans la section II.7.b.  

Les RE peuvent agir comme des promoteurs alternatifs et ainsi influencer le niveau 
d’expression des gènes de l’hôte de façon tissu spécifique, en fonction des facteurs de 
transcriptions qui vont être présents dans le tissu et impliqués (Larouche et al. 2020; 
Hermant et Torres-Padilla 2021) [Figure 18]. En effet, par exemple, le gène CA1, codant 
pour l’anhydrase carbonique, une enzyme qui aide à maintenir l’homéostasie acido-
basique et l’équilibre hydrique, a deux promoteurs, un promoteur proximal et un 
promoteur distal qui contient un RE appelé MER74C (Brady et al. 1989; van 
de Lagemaat et al. 2003). Le promoteur alternatif MER74C permet l’expression de CA1 
spécifiquement dans les érythrocytes tandis que les autres tissus tel que le colon 
expriment CA1 grâce au promoteur distal (van de Lagemaat et al. 2003). En 2019, 
Jönsson et al. mettent en évidence que dans les cellules progénitrices neurales, la 
dérépression épigénétique de certains éléments L1 fournit des promoteurs alternatifs 
pour plusieurs gènes codant pour des protéines neuronales (Jönsson et al. 2019). 
Récemment, Hashimoto et al. montrent que les éléments MLT2A1 et MLT2A2, des RE 
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avec LTR fournissent de nouveaux promoteurs aux gènes humains ABCE1, COL5A1 et 
GALNT13 spécifiquement dans l’épiphyse (Hashimoto et al. 2021). Les RE peuvent aussi 
être les seuls promoteurs de certains gènes humains. Par exemple les séquences 
antisens Alu et L1 sont les seuls promoteurs connus pour le gène HYAL-4, nécessaire 
au catabolisme de l’acide hyaluronique (van de Lagemaat et al. 2003; Gogvadze et 
Buzdin 2009). Les RE peuvent servir de régulateurs antisens des gènes de l’hôte 
(Gogvadze et Buzdin 2009) [Figure 18]. Dans les introns, les RE sont présent 
préférentiellement en orientation antisens, suggérant une forte pression de sélection 
négative pour les éléments orientés dans la même direction que la transcription du 
gène hôte (van de Lagemaat, Medstrand, et Mager 2006). Par exemple des séquences 
rétrovirales endogènes HERV-K (HLK-2) sont trouvés en antisens dans l’intron des 
gènes SLC4A8 et IFT172. La surexpression des transcrits antisens conduit à une 
diminution significative de l’expression des gènes SLC4A8 et de IFIT172 (Gogvadze et 
Buzdin 2009).  

Les LINE et les SINE peuvent agir comme promoteurs de la synthèse des miARN 
(Piriyapongsa et Jordan 2007; Elbarbary, Lucas, et Maquat 2016). En 2007, Piriyapongsa 
et al. montrent que les membres d’une famille de gènes miARN humains, hsa-mir-578, 
sont dérivés des RE MADE1. Ces éléments sont de courtes séquences avec des 
répétitions inversées de 37pb qui encadrent une séquence interne de 6 pb. De par leur 
structure, lorsque les éléments MADE1 sont transcrits, ils forment des boucles en 
épingle à cheveux très stables et sont ensuite traités par la machinerie de l’ARN 
interférence (ARNi) pour produire des miARN matures (Piriyapongsa et Jordan 2007). 
 

ii.  Les RE, des enhancers et des silencers transcriptionnels des gènes 
cellulaires 

 

Les RE peuvent aussi avoir le rôle d’enhancers en régulant positivement la transcription, 
et ce de façon tissu-spécifique (Elbarbary, Lucas, et Maquat 2016; Sundaram et Wang 
2018) [Figure 18]. Cette fonction des RE est observée par exemple dans le cas des 
amylases humaines (Meisler et Ting 1993). Le locus de l’amylase comprend cinq gènes 
dont deux gènes pour l’amylase pancréatique (AMY2A et AMY2B) et trois gènes pour 
l’amylase salivaire (AMY1A, AMY1B, AMY1C). Les gènes de l’amylase salivaires se 
distinguent de ceux du pancréas par la présence d’un exon additionnel non traduit à 
l’extrémité 5’ et d’un insert complet de HERV-E (un RE) en amont du site d’initiation de 
la transcription. L’insertion de ce RE active un promoteur cryptique qui favorise la 
transcription de l’amylase des glandes salivaires. La présence de la partie LTR seul au 



66 
 
 

lieu du RE complet ne permet pas l’activation du promoteur cryptique et uniquement 
les gènes de l’amylase pancréatique sont exprimés (Meisler et Ting 1993; Gogvadze et 
Buzdin 2009). 

Au contraire, les RE sont aussi capable d’avoir le rôle de silencers en régulant 
négativement la transcription des gènes (Elbarbary, Lucas, et Maquat 2016) [Figure 18]. 
Par exemple le locus GH humain, codant pour les hormones de croissance, a des 
séquences Alu dont une qui joue le rôle de silencer en diminuant le taux d’acétylation 
des histones associée au promoteur et ainsi en empêchant le recrutement de l’ARN 
polymérase II (Trujillo, Sakagashira, et Eberhardt 2006). Sharan et al. mettent en 
évidence que BRCA2, un gène suppresseur de tumeur contient dans la partie distale 
de son promoteur un élément Alu qui réprime sa transcription dans les lignées 
cellulaires dérivées de cancer du sein (Sharan et al. 1999). 

iii. Les RE, jouant un rôle dans l’épissage des gènes de l’hôte 
 

Les RE peuvent affecter l’épissage en retenant un intron, en omettant ou en ajoutant 
un exon, en fournissant des sites donneurs ou accepteurs d’épissage (Kaer et Speek 
2012; Huda et Bushel 2013; Ayarpadikannan et al. 2015) [Figure 18]. Les éléments ALU 
jouent un rôle crucial dans la formation de nouveaux exons (Corvelo et Eyras 2008; Lin 
et al. 2008). En effet, ils contiennent des séquences ayant des sites consensus 
d’épissage en orientation sens et antisens (Gotea et Makałowski 2006). Entre 58 et 28 
millions d’années, le gène p75TNFR codant pour un récepteur du TNF (Tumor necrosis 
factor) a subi une insertion d’un élément Alu et une série de substitutions de 
nucléotides qui ont permis de créer un exon alternatif (Singer et al. 2004). Le gène 
NOX5 contient aussi un exon dérivant d’éléments Alu et qui est retrouvé dans la plupart 
des tissus. Une isoforme additionnelle de l’ARNm de NOX5 sans cet exon est observée 
dans le foie, le pancréas et les testicules où l’exon est omis (Lin et al. 2008). Les RE avec 
LTR contribuent aussi à la diversité de l’épissage alternatif des ARNs (van de Lagemaat, 
Medstrand, et Mager 2006). Par exemple, le gène VEGFR-3/FLT4 code pour deux 
isoformes dont un petit transcrit formé grâce à un site accepteur d’épissage dans une 
séquence rétrovirale endogène présent entre les deux derniers exons (Hughes 2001). 
 

iv. Les RE jouant un rôle dans la terminaison prématurée de la 
transcription  

 

Les RE autonomes possèdent des signaux de polyA pour produire les protéines 
nécessaires à leur transposition. Les insertions de ces éléments dans les gènes en 
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orientation sens peuvent influencer l’expression des gènes adjacents en fournissant de 
nouveaux signaux de polyA (Mangiavacchi et al. 2021) [Figure 18]. En plus du signal 
principal de polyA dans la région 3’, les éléments L1 ont un site de terminaison 
transcriptionnel additionnel localisé dans la partie 3’ de l’ORF2 en orientation antisens 
(Han, Szak, et Boeke 2004; Wheelan et al. 2005). Par conséquent, indépendamment de 
leur orientation dans le gène, les éléments L1 peuvent produire potentiellement des 
ARN tronqués (Gogvadze et Buzdin 2009). Environ 8% des sites de polyA du génome 
humain sont associés à des RE (Lee, Ji, et Tian 2008). Les sites de polyA humains qui ne 
sont pas conservés chez la souris se sont révélés plus fortement associés à des RE que 
ceux qui sont conservés. Ce résultat suggère que les RE ont contribué à la création ou 
à la modulation de sites polyA au cours de l’évolution et sont responsables de la 
spécificité des sites polyA des espèces (J. Y. Lee, Ji, et Tian 2008; Elbarbary, Lucas, et 
Maquat 2016). 

 

4. Régulation des rétro-éléments 
 

Un équilibre entre l’expression et la répression des RE existe pour qu’ils puissent 
persister dans l’évolution. En effet, l’expression des RE doit être suffisante pour 
permettre leur amplification mais elle ne doit pas induire un désavantage pour l’hôte 
(Bourque et al. 2018). Les RE sont finement régulés par des mécanismes épigénétiques 
comprenant la méthylation de l’ADN, les modifications des histones et l’ARN 
interférent (Slotkin et Martienssen 2007; Friedli et Trono 2015) [Figure 19A]. Le niveau 
d’expression de ces éléments varie selon le type de tissu et tout au long du cycle de 
vie de l’organisme (Faulkner et al. 2009; Bourque et al. 2018). 
 

a. La méthylation de l’ADN  
 

La méthylation de l’ADN est impliquée dans la répression des RE. Il est d’ailleurs bien 
établi dans la littérature que l’état de méthylation des éléments L1 sert de marqueur 
du niveau global de méthylation de l’ADN (Ohka et al. 2011). Pour rappel, les enzymes 
responsables de la méthylation de l’ADN sont DNMT3A et DNMT3B impliquées dans 
la méthylation de novo des ilôts CpG et DNMT1 jouant un rôle dans la maintenance de 
la méthylation. Il existe aussi un autre membre de la famille DNMT3, appelé DNMT3L 
qui est nécessaire pour l’empreinte parentale maternelle et qui interagit avec 
DNMT3A/B (Hata et al. 2002). DNMT3L peut aussi améliorer l’activité de la méthylation 
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de l’ADN des enzymes DNMT3A/B mais pas DNMT1 (Suetake et al. 2004). Les 
méthyltransférases de novo de l’ADN ont des rôles qui ne se chevauchent pas au niveau 
de certaines séquences génomiques. DNMT3B a un rôle dans la régulation de la 
méthylation de petites séquences répétées localisées au niveau centromérique appelée 
des satellites mineurs tandis que DNMT3A méthylent préférentiellement 
l’hétérochromatine péri-centromérique (Okano et al. 1999). Des embryons Dnmt3b-/- 
ont une légère hypométhylation de certaines séquences rétrovirales endogènes dont 
les éléments IAP, qui n’est pas observée dans les embryons Dnmt3a-/-. Les double 
mutants Dnmt3a-/- Dnmt3b-/- ont une hypométhylation plus prononcée sur ces 
séquences, suggérant un dégré de redondance de ces deux enzymes au niveau de ces 
loci (Okano et al. 1999; Crichton et al. 2014). De façon surprenante, la perte des trois 
enzymes Dnmt (Dnmt1-/-, Dnmt3a-/-, Dnmt3b-/) n’entraine pas de façon significative la 
dérépression des RE sauf pour le cas des éléments IAP (Matsui et al. 2010; Karimi et al. 
2011). Pour compenser la perte de méthylation de l’ADN, les cellules ES triple mutant 
utilisent un autre mécanisme similaire à ce qui se passe durant la reprogrammation 
épigénétique des embryons au stade de pré-implantation et dans les cellules 
germinales. L’hypométhylation de l’ADN peut être contrebalancée par des gains de 
marques d’histones répressives, empêchant ainsi l’expression anormale de gènes et de 
RE (M. Walter et al. 2016).  

Les éléments L1, Alu et SVA sont les seuls RE actifs connus à ce jour dans le génome 
humain (Xing et al. 2009). La rétrotransposition des RE crée des îlots CpG aux sites 
d’insertion (Grandi et al. 2015). Il est estimé que la moitié des îlots CpG du génome 
humain sont localisés au niveau de séquences répétées (Lander et al. 2001). Les îlots 
CpG créés de novo par rétrotransposition sont hypométhylés et peuvent influencer les 
îlots CpG à proximité et ainsi l’expression des gènes adjacents en modifiant leur statut 
de méthylation (Grandi et al. 2015; Mita et Boeke 2016). Il est aussi montré à contrario 
que suite à l’insertion de novo de RE, ceux-ci peuvent être reconnus et réprimés à 
travers un changement dynamique de la méthylation de l’ADN (Salvador-Palomeque 
et al. 2019). En 2018, Ohtani et al. montrent de façon intéressante que les RE qui sont 
apparus récemment au cours de l’évolution ont une forte densité d’îlots CpG par 
rapport à des RE âgés, suggérant que l’âge du RE pourrait jouer sur le statut de 
méthylation des RE (Ohtani et al. 2018). 
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b. Les modifications post-traductionnelles des histones  
 

La méthylation de H3K9 est impliquée dans la répression des RE (Martens et al. 2005; 
Kabi et Filion 2021). En 2014, Bulut-Karslioglu et al. montrent que, dans les cellules ES 
les enzymes H3K9 KMTs SUV39H sont recrutées spécifiquement sur des RE apparus 
récemment au cours l’évolution tel que les jeunes RE avec LTR, les jeunes éléments 
ayant des séquences complètes et intactes (Bulut-Karslioglu et al. 2014). La perte de 
SUV39H1 et SUV39H2 dans les cellules ES murines ne conduit pas à la réduction de la 
marque H3K9me3 aux niveaux des éléments IAP et induit une réactivation modeste de 
certains RE, démontrant une implication d’autres H3K9 KMTs dans ce processus 
(Martens et al. 2005; Matsui et al. 2010).   

La marque H3K9me3 peut être aussi déposée sur les RE par l’enzyme SETDB1. Dans les 
cellules ES murines Setdb1-/-, tous les RE sauf les SINE sont déréprimés. Une 
augmentation de l’expression de plus de 69 sous-familles de RE est observée dans les 
cellules ES murines Setdb1-/- tandis que seulement 5 sous-familles sont déréprimés 
dans les cellules ES Dnmt1-/-Dnmt3a-/-Dnmt3b-/-, dont 4 qui sont plus fortement 
dérégulées dans les cellules Setdb1-/- (Karimi et al. 2011). Ainsi, le dépôt de la marque 
H3K9me3 par SETDB1 a un rôle plus important dans la répression des RE que la 
méthylation de l’ADN dans les cellules ES (Fukuda et Shinkai 2020). SETDB1 réprime 
aussi les RE dans les cellules somatiques telles que les cellules du cerveau, les 
lymphocytes B, les lymphocytes T (Tan et al. 2012; Collins et al. 2015; Takikita et al. 
2016). Différentes familles de RE sont activées par la déplétion de SETDB1, dépendant 
du type cellulaire. Par exemple la perte de SETDB1 induit une forte expression des RE 
de type MLV, MMTV, VL30 dans les cellules pro-B murines alors que dans les cellules 
ES et les cellules germinales primordiales, MMTV et VL30 restent réprimés et MLV a 
une expression très faible (Collins et al. 2015). La dérépression des RE tissu-spécifique 
induite par la perte de SETDB1 dépend de l’expression de facteurs de transcription 
spécifiques du tissu (Fukuda et Shinkai 2020).  

KAP1 sert d’échafaudage pour un complexe d’induction de l’hétérochromatine 
impliquant SETDB1, le complexe NuRD contenant des HDAC et HP1, et déclenche le 
dépôt de la marque H3K9me3 aux RE (Schultz et al. 2002) [Figure 7]. La perte de Kap1 
dans les cellules ES murines provoque une diminution de l’enrichissement de SETDB1 
aux RE (Matsui et al. 2010). KAP1 et ses partenaires répresseurs peuvent être recrutés 
aux sites cibles de façon spécifique par les facteurs de transcription KRAB-ZFP 
(Friedman et al. 1996; Huntley et al. 2006; Ecco, Rowe, et Trono 2016). Les cellules 
somatiques expriment des KRAB-ZFP qui sont spécifiques du tissu. Ces facteurs de 
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transcription régulent ainsi l’expression des RE et également des gènes par ses 
interactions avec KAP1 et les RE et ce de façon tissue spécifique (Ecco, Rowe, et Trono 
2016; Brattås et al. 2017).  

Le séquençage du génome humain a permis d’identifier 423 loci indépendants codant 
pour des KRAB-ZFP, produisant des transcrits alternatifs qui, au total, peuvent 
potentiellement donner au moins 742 KRAB-ZFP structurellement distinctes (Huntley 
et al. 2006). Les gènes codant pour les KRAB-ZFP ont eu une expansion rapide 
probablement pour permettre aux espèces hôtes de répondre à l’émergence de 
nouveaux RE (Thomas et Schneider 2011). Par exemple le facteur ZNF91, faisant partie 
de la famille de KRAB-ZFP,  a subi une série de modifications structurelles il y a  8 à 12 
millions d’années qui lui a permis d’inhiber l’expression des éléments SVA (Jacobs et 
al. 2014). De plus l’analyse de ChIP-seq de 222 KRAB-ZFP humaines révèle une 
corrélation entre l’âge estimé des KRAB-ZFP et leur RE cibles (Imbeault, Helleboid, et 
Trono 2017).    

Ainsi les complexes KAP1/KRAB-ZFP sont considérés comme des facteurs pivots pour 
le recrutement de SETDB1 aux RE (Fukuda et Shinkai 2020). Afin de renforcer la 
répression des RE, KAP1 recrute des DNMT de novo ne nécessitant pas de séquences 
spécifiques d’ADN, à la différence des KRAB-ZFP (Rowe et Trono 2011) Figure 19B]. La 
répression des RE induite par KAP1 a également lieu dans les tissus adultes (Turelli et 
al. 2014; Fasching et al. 2015; Ecco, Rowe, et Trono 2016).   

Le complexe HUSH (human silencing hub), composé de FAM208A (aussi appelé 
TASOR), MPHOSPH8 (aussi appelé MPP8) et PERIPHILINE 1 (PPHLN1), est recruté dans 
les régions génomiques riche en H3K9me3 et interagit avec SETDB1 et une enzyme 
ayant une activité ATPase MORC2 (Brummelkamp et van Steensel 2015; 
Tchasovnikarova et al. 2015) [Figure 19C]. La perte des composants du complexe HUSH 
réduit le niveau de H3K9me3 et altère la transcription (Tchasovnikarova et al. 2015). En 
2018, Robbez-Masson et al. montrent que KAP1 et FAM208A interagissent avec à la 
fois les ERV et les jeunes éléments L1 (Robbez-Masson et al. 2018). Cependant, 
FAM208A est principalement requis pour réprimer des jeunes éléments L1 tandis que 
KAP1 est nécessaire pour les deux (Robbez-Masson et al. 2018). Le complexe HUSH et 
la protéine MORC2 peuvent se lier à des jeunes éléments L1 ayant une séquence intacte 
et localisée au sein de gènes transcriptionnellement actifs, et promouvoir le dépôt de 
la marque H3K9me3 pour réprimer la transcription (N. Liu et al. 2018). Non seulement 
cette voie inhibe la rétrotransposition des éléments L1 mais aussi elle diminue 
l’expression des gènes de l’hôte (N. Liu et al. 2018). L’ensemble de ces résultats 
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démontrent que le choix du mécanisme épigénétique impliqué dans la répression des 
RE dépend grandement de la nature et du statut évolutif de chaque RE. 

Les enzymes SUV39H et SETDB1, en plus de contribuer au dépôt de H3K9me3, 
permettent aussi celui de la marque H3K9me2 (Rea et al. 2000; Schultz et al. 2002). 
D’autres H3K9 KMT, telles que G9A, responsable du dépôt de la marque H3K9me2, 
sont requises pour la méthylation de l’ADN aux RE dans les cellules ES murines (Dong 
et al. 2008). La perte de G9A dans ces cellules conduit à une augmentation de 
l’expression des éléments MERVL et de transcrits chimériques, démontrant un rôle 
direct de G9A dans la répression de ces RE (Maksakova et al. 2013). En 2020, Jiang et 
al. montrent que G9A réprime la transcription des variants d’épissages dérivés de RE 
dans les cellules ES murines (Q. Jiang et al. 2020). 

 

Figure 19. Les différents mécanismes de répression des RE. 
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A. Les différentes marques épigénétiques répressives aux RE :  Les marques H3K9me3, 
H3K9me2, H3K27me3 et la méthylation de l’ADN sont impliqués dans la répression des RE ; 
B. Le complexe KAP1-KRAB-ZFP : Le complexe KAP1-KRAB-ZFP permet de recruter des 
KMT et DNMT pour déposer la marque H3K9me3 et la méthylation de l’ADN aux RE, 
respectivement ; C. Le complexe HUSH : Le complexe HUSH est composé de TASOR, MPP8 
et PPHLN1. Il se lie à H3K9me3 grâce à MPP8 et interagit avec SETDB1 et MORC2 permettant 
la propagation de H3K9me3. 

 

En récréant un environnement hypométhylant par l’ajout de la vitamine C et de deux 
inhibiteurs de kinase dans le milieu de culture des cellules ES, Walter et al. mettent en 
évidence qu’à la suite d’une perte de méthylation de l’ADN, plusieurs familles de RE 
sont réprimées à nouveau (M. Walter et al. 2016) ; alors que dans ces conditions 
déméthylantes la marque H3K9me3 reste stable, la marque H3K9me2 disparait 
globalement et la marque H3K27me3 s’accumule au niveau des éléments L1 et des ERV 
(M. Walter et al. 2016). Généralement H3K9me3 et H3K27me3 ne se retrouvent pas 
simultanément dans les mêmes territoires (M. Walter et al. 2016). Néanmoins dans ce 
contexte particulier, ces deux marques répressives se trouvent sur les mêmes RE, les 
éléments L1 et les jeunes ERV, mais elles ne se chevauchent pas spatialement. En effet, 
H3K9me3 a tendance à occuper la région 5’ et H3K27me3 la région 3’ de ces RE (M. 
Walter et al. 2016) [Figure 20].  Nous verrons ultérieurement que dans un contexte 
oncogénique ce mécanisme de compensation de la perte de méthylation de l’ADN par 
des marques épigénétiques implique aussi les marques H3K9me2, H3K9me3 et 
H3K27me3 (Ohtani et al. 2018). 

 

Figure 20. Modèle d’acquisition de la marque H3K27me3 sur les éléments 
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transposables suite à une déméthylation. 

(Adapté de Walter et al. 2016) 
A. Représentation schématique des changements chromatiniens et transcriptionnels 
suite à un environnement hypométhylant (deux inhibiteurs de kinase + vitamine C) : 
H3K9me2 est rapidement effacée, H3K9me3 reste stable et H3K27me3 augmente. 
L'expression du transposon apparaît au jour 6 puis elle est retrouvée réprimée au jour 4 ; B. 
Trois grands types d’organisation chromatinienne répressive lors de la perte de la 
méthylation de l’ADN après 14 jours : Les LINE sont marqués par H3K9me3 sur leur 
extrémité 5' et par H3K27me3 sur leur région 3’. Les éléments IAP sont entièrement couverts 
par H3K9me3 et ne gagnent pas H3K37me3. Les éléments MERVL perdent H3K9me2 et 
H3K9me3 et acquièrent H3K27me3 sur toute leur longueur.  

 

c. L’interférence par ARN 
 

L’ARNi est un mécanisme de protection qui lutte contre les parasites génomiques. 
Différentes voies de l’ARNi (siARN, miARN, piARN, rasiARN, endo-siARN) existent pour 
réprimer les RE suggérant une « adaptation opportuniste » par l’organisme hôte en 
réponse à l’activité des RE (Mita et Boeke 2016). Il a également été proposé que les 
miARN ont évolué à partir de RE (Roberts 2014). Le complexe DGCR8 et Drosha, 
impliqué dans la biogenèse des miARN, est capable de reconnaitre et de se lier sur des 
ARN dérivant des éléments L1, Alu et SVA (Heras et al. 2013). 

Dicer et Argonaute (Ago) sont deux composants centraux de la machinerie de l’ARNi 
(Svoboda 2020). Dicer clive l’ARN double brin (ARN-db) en petits ARN interférents. Puis 
généralement, un de ses brins d’ARNi est intégré dans le complexe RISC (RNA-induced 
silencing complex) qui contient les protéines Agos. En fonction du type de protéines 
Ago et de la complémentarité de séquence de l’ARNi, la répression aura lieu soit par 
clivage ou blocage de la traduction du transcrit cible (Valencia-Sanchez et al. 2006). 
Des mutations dans les gènes codants les protéines de la famille Dicer et argonaute 
conduit à une réactivation des RE dans de nombreux espèces eucaryotes (Slotkin et 
Martienssen 2007).  

Les rasiARN (repeat associated short interfering RNA) peuvent être produits à partir de 
la région 5’UTR des éléments L1 et être utilisé par le complexe RISC pour la dégradation 
des transcrits L1 (Ciaudo et al. 2013). 

Les piARN (piwi-interacting RNA) et les endo-siARN (small interfering RNA) sont 
transcrits à partir de clusters de RE puis exportés dans le cytoplasme où ils sont utilisés 
comme guides pour la dégradation des transcrits de RE (Brennecke et al. 2007; Aravin 
et al. 2008; Muñoz-Lopez et al. 2016; Hirakata et Siomi 2016).  En 2014, Pezic et al. 
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mettent en évidence qu’en plus de la méthylation de l’ADN, la voie des piARN est 
requise pour maintenir un haut niveau H3K9me3 sur les LINE dans les cellules 
germinales de la souris (Pezic et al. 2014). La répression des RE par les piARN peut 
affecter aussi l’expression des gènes adjacents chez D. melanogaster (Lee 2015). Dans 
les cellules souches germinales de D. melanogaster, la transcription des piARN requière 
l’activité de SETDB1, démontrant l’étroite relation entre l’expression des RE et la 
régulation de la chromatine par la cellule hôte (Rangan et al. 2011).  
 

d. La méthylation de l’adénine en N6 des ARN 
 

En 2021, Xiong et al. rapportent que dans les cellules humaines de nombreux ARN issus 
des RE, en particulier des éléments L1 introniques sont fortement enrichis en m6A. La 
modification m6A au niveau de l’ARN régule positivement l’expression des éléments 
L1 et favorise ainsi leur rétro-transposition (Xiong et al. 2021). La particularité de ces 
éléments L1 est qu’ils sont apparus récemment dans l’évolution et sont orientés en 
sens des gènes des hôtes. De plus, ils résident préférentiellement dans les longs gènes 
ayant des rôles dans la réparation des dommages à l’ADN, mettant en évidence une 
nouvelle stratégie des éléments L1 pour affaiblir l’hôte (Xiong et al. 2021). La marque 
m6A sur l’ARN peut également déstabiliser les ARN de certains RE par exemple les 
transcrits IAP (Chelmicki et al. 2020). 

Les RE sont donc régulés par différents mécanismes épigénétiques à tous les niveaux : 
ADN, ARN et protéines (histones). 

 

5. Les rétro-éléments avec l’âge 
 

L’activation des RE est observée dans différents types cellulaires avec l’âge et dans 
différentes espèces telles que la drosophile (W. Li et al. 2013; H. Chen et al. 2016; Wood 
et al. 2016), la souris (De Cecco, Criscione, Peterson, et al. 2013; Van Meter et al. 2014), 
l’Homme (De Cecco, Criscione, Peckham, et al. 2013). En 1992, Driver et McKechnie 
proposent une théorie selon laquelle l’augmentation de RE dans les tissus somatiques 
au cours du vieillissement entraîne un raccourcissement de l’espérance de vie (Driver 
et McKechnie 1992)Des études montrent une expression accrue des éléments Alu dans 
les cellules de l’épithélium pigmentaire rétinien de sujet âgés, ce qui peut contribuer à 
la dégénérescence maculaire associé à l’âge (Kaneko et al. 2011; Tarallo et al. 2012). 
L’équipe a récemment mis en évidence que l’irradiation des CSH murines qui induit 
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leur vieillissement prématuré augmente l’expression des RE (des éléments L1, SINE et 
des ERVs). Ces RE provoquent la persistance des dommages à l’ADN et la perte de 
fonction des CSH (Barbieri et al. 2018)  

La dérépression des RE est une conséquence de la perte progressive de 
l’hétérochromatine avec l’âge (Driver et McKechnie 1992; Wood et Helfand 2013; 
Andrenacci, Cavaliere, et Lattanzi 2020). La chromatine des éléments L1, Alu, SVA 
devient plus permissive dans les cellules sénescentes induisant une augmentation de 
leur transcription (De Cecco, Criscione, Peckham, et al. 2013). La perte de SUV39H1 
dans les CSH âgées murines est corrélée à une augmentation de l’expression des 
éléments L1 (Djeghloul et al. 2016). Chez l’Homme, comme chez la souris la diminution 
globale de la marque H3K9me3 des CSH avec l’âge est associée à une expression 
accrue de nombreux RE (Djeghloul et al. 2016; Barbieri et al. 2018). Ces résultats 
suggèrent qu’une dérégulation des mécanismes contrôlant l’expression des RE dans 
les CSH pourrait participer à leur changement fonctionnel.   

En 2013, Li et al. montrent que chez la drosophile, des mutations dans le gène 
Argonaute 2 (Ago2), conduit à une expression élevée des RE dans le cerveau, amenant 
progressivement à des troubles de la mémoire et une réduction de la durée de la vie. 
Ces observations démontrent l’importance du contrôle des RE par l’hétérochromatine 
dans la fonction neuronale (W. Li et al. 2013) 

Les régions de l’hétérochromatine ont des points d’ancrages dans la lamina nucléaire 
qui est un maillage fibrillaire bordant l’enveloppe nucléaire (Stancheva et Schirmer 
2014). La lamina nucléaire comprend deux types de composants : les protéines 
associées aux lamines et les lamines. Le corps gras (‘fat body’) de la drosophile est un 
organe de l’immunité humorale dont l’équivalent chez les mammifères est le foie et le 
tissu adipeux.  Avec l’âge les cellules du corps gras de la drosophile ont une réduction 
de la lamine B contribuant à la perte de l’hétérochromatine et à la dérépression de 
gènes impliqués dans l’immunité (H. Chen, Zheng, et Zheng 2014). Les corps gras 
venant de drosophiles âgées ont une augmentation de nombreux RE par rapport à 
ceux des jeunes drosophiles (H. Chen et al. 2016). Cette dérépression des RE dans les 
corps gras de drosophiles âgées est corrélée à une hausse des dommages à l’ADN (H. 
Chen et al. 2016). La déplétion de la lamine B dans les jeunes cellules de corps gras 
conduit à une augmentation des RE similaire aux cellules âgées de corps gras (H. Chen 
et al. 2016). De plus, la perte de la lamine B dans ces cellules est associée à une hausse 
et une baisse de H3K4me3, H3K9me3 respectivement aux RE. Ces résultats suggèrent 
que la perte de la lamine B avec l’âge contribue à l’augmentation des RE due en partie 
à la réduction de l’hétérochromatine (H. Chen et al. 2016). 
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La réduction de la lamine B1 liée à l’âge est aussi observée chez l’Homme dans les 
kératinocytes de l’épiderme, dans les cellules épithéliales du thymus et dans les 
fibroblastes sénescents (Dreesen et al. 2013; Shah et al. 2013; Yue 2017).   

Le syndrome de vieillissement prématuré est une rare forme de laminopathie qui est 
due à une mutation silencieuse G608G dans le gène LMNA, qui code pour la lamine A, 
causant une perte du site de clivage protéolytique de la protéine (Eriksson et al. 2003). 
Des anomalies de la lamina nucléaire et des altérations de l’architecture de la 
chromatine sont observées dans cette pathologie. De nombreuses études soutiennent 
l’hypothèse selon laquelle la Progéria et d’autres laminopathies progéroïdes pourraient 
récapituler les aspects accélérés du vieillissement (Aliper et al. 2015; Cenni et al. 2018; 
Gargiuli et al. 2018). Aucune étude sur le comportement des RE et leur régulation dans 
les cellules de Progéria à ce jour a été réalisé bien qu’elle pourrait permettre d’apporter 
de nouvelles connaissances sur le rôle des RE dans le vieillissement (Andrenacci, 
Cavaliere, et Lattanzi 2020). 

L’inflammation est un facteur qui contribue à de nombreuses maladies liées à l’âge et 
peut être déclenchée par l’expression anormale de RE (López-Otín et al. 2013; 
Franceschi et Campisi 2014; Simon et al. 2019). Des copies d’ADNc des éléments L1 
cytoplasmique sont retrouvées dans des cellules sénescentes et âgées (De Cecco et al. 
2019; Simon et al. 2019). Cette accumulation de RE cytoplasmique induit une réponse 
immune et de l’inflammation. Le traitement des souris âgées avec un inhibiteur de la 
transcriptase inverse réduit l’activation du système immunitaire et de l’inflammation 
dans plusieurs tissus (Simon et al. 2019). Des résultats similaires sont obtenus avec des 
souris Sirt6-/- qui sont déplétées de l’enzyme SIRT6 responsable de la répression des 
éléments L1 par la mono-ADP ribosylation de KAP1 (Van Meter et al. 2014). Ces souris 
Sirt6-/- présentant un vieillissement prématuré ont une dérépression des éléments L1 
(Van Meter et al. 2014). L’inhibition de la réplication des éléments L1 améliore la santé 
et la durée de vie des souris Sirt6-/- (Simon et al. 2019). 

La diète restrictive est connue pour augmenter la longévité des espèces. En 2016, Wood 
et al. observent que les drosophiles avec un régime hypocalorique ont une atténuation 
de l’augmentation des RE et de leur rétro-transposition liée à l’âge (Wood et al. 2016). 
De plus, ils testent si l’augmentation génétiquement de deux systèmes importants dans 
la maintenance et la structure de l’hétérochromatine (les modifications post-
traductionnelles des histones et la voie de l’ARNi) permet de réverter le phénotype lié 
à l’âge. Ils utilisent des transgènes pour augmenter l’expression de Sir2 (une enzyme 
de la famille des sirtuines ayant une activité HDAC), Dicer-2 (la voie de siARN), Su(var)3-
9 (une H3K9 KMT) ou bien le gène Adar rendu hypomorphe (un régulateur négatif de 
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la voie de siARN). Les interventions génétiques atténuent la hausse de l’expression des 
RE liée à l’âge et permettent d’allonger la durée de vie des drosophiles (Wood et al. 
2016). L’ensemble de ces résultats suggèrent que le maintien de l’hétérochromatine et 
la préservation de la répression des RE sont des clés pour augmenter l’espérance de 
vie dans cet organisme modèle.   
 

6. Les rétro-éléments dans l’oncogenèse 
 

Des niveaux élevés de transcrits de RE sont trouvés dans plusieurs cancers et d’autres 
maladies (Kassiotis 2014; Rodić et al. 2014). En 2011, Ting et al. montrent une hausse 
élevée des transcrits de séquences satellites dans les cancers épithéliaux de souris et 
de l’Homme (Ting et al. 2011). L’activation de l’expression et de la rétro-transposition 
des éléments L1 sont décrites dans diverses tumeurs humaines telles que les tumeurs 
colorectales, mammaires, prostatiques, ovariennes, pulmonaires et hépatiques (Sunami 
et al. 2011; van Hoesel 2012; Rodić et al. 2014). 

Par la mutagenèse et la perte des mécanismes de régulation des RE, le génome hôte 
peut domestiquer les RE comme des régulateurs de l’organisation génomique et de la 
transcription (Ishak, Classon, et De Carvalho 2018). Ce processus dans le contexte des 
cancers est connu sous le nom de « onco-exaptation » où les cellules cancéreuses 
ayant une dérépression des RE acquièrent un avantage compétitif sur les autres cellules 
en raison de l’expression d’oncogènes Elles favorisent leur prolifération clonale et ainsi 
à la croissance tumorale (Babaian et al. 2016; H. S. Jang et al. 2019). 

Les éléments L1 peuvent contribuer à la tumorigenèse par l’activité d’endonucléase 
qu’ils codent et/ou par leur insertion qui peut affecter l’expression des gènes.  L1-
ORF1p, une protéine codée par l’ORF1 des éléments L1 et qui est requise pour la 
transposition, est surexprimée dans divers types de cancers de haut grade, rarement 
détectée dans les stades précoces de tumorigenèse, et est absente des tissus 
somatiques normaux (Rodić et al. 2014). Elle est retrouvée par exemple dans 97% des 
cas de cancers du sein, 93.5% des cancers de l’ovaire, 89% des cancers pancréatiques, 
dans une étude où l’analyse immunohistochimique a été effectué sur des « puces à 
tissus » (tissue microarray) (Rodić et al. 2014). L’inhibition de la transcriptase inverse 
codée par l’ORF2 des éléments L1 réduit la prolifération des cellules cancéreuses, 
favorise leur différenciation et empêche la progression tumorale dans des modèles 
animaux (Sciamanna, De Luca, et Spadafora 2016). Bien que de nombreux articles 
décrivent le rôle des éléments L1 dans la tumorigenèse, ils ne répondent pas à la 
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question de savoir si la surexpression et l’amplification des éléments L1 agissent 
comme des « drivers » ou des « passengers » (Rodić et Burns 2013).  

En 2013, Shulla et al. élucident deux mécanismes activés par les éléments L1 impliqués 
dans la tumorigenèse (Shukla et al. 2013). Le premier mécanisme est un événement de 
rétro-transposition germinale dans le gène suppresseur de tumeurs MCC, causant une 
perte de son expression et favorisant ainsi la signalisation oncogène β-caténine/Wnt. 
Le second procédé est une insertion L1 spécifique dans le gène ST18, décrit comme un 
oncogène dans les cancers du foie, permettant de bloquer la répression de son 
enhancer et ainsi favoriser son expression (Shukla et al. 2013). En 2014, Lau et al. 
montrent que la formation d’un transcrit chimérique Hbx-LINE1, ayant une fonction de 
LncARN et activant la voie de signalisation β-caténine/Wnt,  favorise le développement 
et la progression des tumeurs hépatiques (Lau et al. 2014). La même année, 
Sciammanna et al. proposent un modèle selon lequel la transcriptase inverse des 
éléments L1 peut moduler la biogenèse des miARN, en interceptant les ARNs pour les 
convertir en hybride ARN-ADN (Sciamanna et al. 2014). En 2015, Aschacher et al. 
montrent que les éléments L1 ont un rôle critique dans la maintenance des télomères 
pour les cellules tumorales positives à la télomérase (Aschacher et al. 2016). 

Des insertions mutagènes des éléments Alu sont trouvées dans de nombreux cancers 
notamment dans le gène CRB1 pour le rétinoblastome (den Hollander et al. 1999), le 
gène BRCA2 (Machado et al. 2007) pour le cancer du sein. Les gènes ayant un nombre 
important d’éléments Alu dans leur séquence ont un fort risque de subir des 
réarrangements géniques impliquant la recombinaison homologue non allélique des 
éléments Alu, contribuant à l’oncogenèse. Ce mécanisme d’action est spécifique aux 
éléments Alu et est retrouvé dans le gène MLH1 (van der Klift et al. 2005) et MLH2  
(Charbonnier et al. 2005) pour le syndrome de Lynch qui augmente le risque de 
développer un cancer, le gène VHL (Franke et al. 2009) pour la maladie de von Hippel-
Lindau qui prédispose au développement de tumeurs, le gène hCAD (Hsieh et al. 2005) 
pour les tumeurs hépatiques, le gène BRCA1 dans le cancer du sein (T. M. Smith et al. 
1996). Tout comme les L1, les éléments Alu sont aussi impliqués dans l’altération de 
l’expression génique dans le cancer (Belancio et al. 2010). 

Plus récemment, en 2020, dans le cadre du projet Pan-Cancer Analysis of Whole 
Genomes (PCAWG), Rodriguez-Martin et al. ont analysé les schémas et les mécanismes 
de la rétrotransposition somatique des RE dans 2 954 génomes de cancers provenant 
de 38 sous-types de cancer histologique (Rodriguez-Martin et al. 2020). Ils ont ainsi 
identifié 19 166 événements de rétrotransposition somatique, qui ont été classés en 6 
catégories : « solo-L1 », « L1-mediated transductions », « L1-mediated 
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rearrangements », « Alu », « SVA » et « pseudogenes ». 98% de ces événements sont 
dus aux intégrations des éléments L1 alors que les éléments Alu, SVA et pseudogènes 
représentent une catégorie mineure. Les éléments L1 sont apparus comme le premier 
type de variation structurale somatique le plus fréquent dans le cas de 
l’adénocarcinome œsophagien, et le deuxième plus fréquent dans les cancers de la tête 
et du cou et les cancers colorectaux. Les intégrations aberrantes des éléments L1 
peuvent initier des cycles de « cassure, fusion et pont », entrainant une amplification 
des oncogènes. Ils peuvent également être responsables de la suppression d’une 
région chromosomique (à l’échelle d’une mégabase) pouvant conduire à l’élimination 
de gènes suppresseurs de tumeur, et être impliquées dans l’induction de translocations 
et de duplications (Rodriguez-Martin et al. 2020). Les insertions somatiques des 
éléments L1 tendent à avoir lieu dans des gènes couramment mutés dans les cancers, 
altérant l’expression des gènes cibles. Elles sont orientées vers des régions déméthylées 
de l’ADN spécifiques du cancer (E. Lee et al. 2012). Ces données mettent en évidence 
le rôle majeur des éléments L1 dans le remodelage du génome et soulignent leurs 
impacts potentiels dans la tumorigenèse (E. Lee et al. 2012; Rodriguez-Martin et al. 
2020). 

Les modifications de la méthylation de l’ADN dans les cancers humains sont 
caractérisées par une hyperméthylation locale des îlots CpG et une hypométhylation 
génomique globale (Herman et Baylin 2003; Feinberg et Tycko 2004). Plusieurs études 
suggèrent que la dérépression des RE dans les tumeurs humaines est une conséquence 
de l’altération de la méthylation de l’ADN (Bestor 1998; Iskow et al. 2010) [Figure 21].  
C. Iskow et al. mettent en évidence que la dérégulation du méthylome dans le génome 
humain de cellules cancéreuses du poumon est responsable de la mobilisation des L1 
(Iskow et al. 2010). Cho et al. montrent que l’hypométhylation des éléments L1 et Alu 
contribue à la progression des cancers de la prostate (Cho et al. 2007). Les éléments 
régulateurs cryptiques au sein des RE peuvent être réactivés épigénétiquement dans le 
cancer pour permettre l’expression d’oncogènes. Jang et al. identifient 129 événements 
d’activation de promoteurs cryptiques des RE impliquant 106 oncogènes dans 3 864 
tumeurs (Jang et al. 2019). Le transcrit chimérique AluJb-LIN28B, issu de la fusion de 
l’oncogène LIN28B avec le RE AluJb est surexprimé dans plusieurs lignées cellulaires, 
H1299, RERF-LC-OK et H838. Jang et al. montrent que dans des lignées cellulaires la 
délétion génétique de AluJb empêche l’expression de LIN28B. De plus, la méthylation 
du AluJb suffit à réduire l’expression de l’oncogène tandis que la déméthylation du RE 
permet la production de la protéine de fusion AluJb-LIN28B. Ces observations 
soulignent la nécessité et la suffisance d’un RE pour l’activation d’un oncogène (Jang 
et al. 2019).  
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L1-MET est un des transcrits chimériques le mieux étudié dans le cancer (Cervantes-
Ayalc, Ruiz Esparza-Garrido, et Velázquez-Flores 2020). MET est un proto-oncogène 
codant pour un récepteur à tyrosine kinase dont l’activation favorise la prolifération, la 
survie, l’angiogenèse et l’invasion cellulaire (Comoglio, Trusolino, et Boccaccio 2018). 
Dans des conditions non pathologiques, la transcription de MET est contrôlé par son 
promoteur ; néanmoins, dans certains types de cancer, le promoteur antisens de 
l’élément L1 contrôle la transcription de MET, générant un transcrit chimérique L1-MET 
et une nouvelle protéine à la fonction altérée (Hur et al. 2014; Zhu et al. 2014; Miglio 
et al. 2018). L’hypométhylation spécifique du promoteur de l’élément L1 induit 
l’expression du transcrit L1-MET dans les tumeurs de vessies et dans les métastases du 
cancer colorectal (Wolff et al. 2010; Hur et al. 2014).  

Les cellules de lymphomes de Hodgkin dérivées de cellules B sont dépendant du 
récepteur CSF1R (un proto-oncogène ayant un rôle dans le lignage myéloïde) pour leur 
croissance et leur survie. Dans ces cellules, la transcription du gène CSF1R s’initie au 
niveau d’une séquence LTR endogène de l’élément THE1B activée de manière 
aberrante. La dérépression de cette séquence du RE est associée à une altération de la 
régulation épigénétique causée par la perte de l’expression du corépresseur CBFA2T3 
(Lamprecht et al. 2010).  

La dérépression des RE dans les cancers peut être ainsi le reflet des altérations globales 
de l’hétérochromatine et pourrait être utile comme biomarqueur pour la détection du 
cancer (Ting et al. 2011). En 2019, Edginton-White et al. démontrent que l’activation 
des LTR fournit une couche supplémentaire de dérégulation des gènes en agissant 
comme enhancers dans le lymphome de Hodgkin. L’activation globale des LTR est 
induite par de forts stimuli inflammatoires, suggérant l’implication potentielle des LTR 
dans d’autres maladies inflammatoires (Edginton-White et al. 2019). Une année plus 
tard, Deniz et al. mettent en évidence que les ERV sont une source d’enhancers pour 
de potentiels oncogènes dans la LAM (Deniz et al. 2020). L’ensemble de ces résultats 
illustre l’importance d’étendre la recherche sur les mécanismes favorisant l’expression 
d’oncogènes aux régions répétées du génome, ce qui permettrait d’ouvrir la voie au 
développement de nouvelles approches pronostisques et thérapeutiques (Deniz et al. 
2020). 
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Figure 21. Rôle physiopathologique des rétro-éléments. 
A. Les RE peuvent avoir un rôle fonctionnel, physiologique dans les cellules normales ; B. Les 
cellules cancéreuses sont caractérisées par une hyperméthylation locale des promoteurs, des 
gènes suppresseurs de tumeurs (GST) et une hypométhylation globale comprenant les RE. 
L’augmentation importante de RE (vision quantitative) et/ou de certains RE oncogènes (vision 
qualitative) peuvent induire une instabilité génomique et des altérations transcriptomiques 
et amener à l’oncogenèse. 

 

7. Les rétro-éléments dans l’induction de la réponse immune 
 

a. Généralités sur le système de signalisation interféron 
 

Le système de signalisation interféron (IFN), faisant partie du système immunitaire 
innée, qui comme le nom le suggère, interfère avec la propagation du virus chez l’hôte 
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(Vilcek 2006). Ces molécules antivirales sont classées en trois types : I (IFN-α, IFN-β, 
IFN-ε, IFN-κ, et IFN-ω), II (IFN-γ) et III (IFN-λ). Les IFN permettent une induction de 
l’expression de centaines de gènes (ISG, interferon stimulated genes) dans les cellules 
infectées et les cellules avoisinantes, générant un état antiviral (Schneider, Chevillotte, 
et Rice 2014). Les IFN de type II et III sont exprimés par les cellules immunitaires 
(monocytes/macrophages, cellules dendritiques, lymphocytes T) et les cellules 
épithéliales respectivement (M. R. Walter 2020). Lors d’une infection virale, les IFN de 
type I (IFN-I), qui sont produits par toutes les cellules infectées sont les IFN 
majoritairement produits. Les IFN-α et IFN-β sont les mieux caractérisés, codés 
respectivement par 13 gènes et 1 gène chez l’Homme, tandis que les autres sous-types 
IFN-I (IFN-ε, IFN-κ, et IFN-ω) restent peu décrites en raison de leur expression tissulaire 
limitée, des fonctions communes avec IFN-α et IFN-β et des différences entre les 
espèces (Pestka, Krause, et Walter 2004; Hardy et al. 2004; Capobianchi et al. 2015). La 
réponse IFN de type I est initiée par la reconnaissance d’acides nucléiques (ADN-sb, 
ADN-db ou ARN-db dans le cytosol) provenant de différentes sources (virale, 
mitochondriale etc…) par des récepteurs regroupés sous le nom PRR (pattern-
recognition receptors), incluant les RLR (retinoic acid-inducible gene-like receptors), les 
TLR (toll-like receptors), les différents récepteurs à l’ADN cytosoliques (IFI16, etc.).   

La présence d’ARN-db dans le cytoplasme est détectée par les RLR qui sont composés 
de trois protéines ayant une activité hélicase : RIG-1 (retinoic acid-inducible gene I), 
MDA5 (melanoma differentiation-associated protein 5) et LGP2 (probable ATP-
dependent RNA helicase). RIG-1 lie les petits ARN-db (<300bp) avec une extrémité 5’ 
di- ou triphosphate tandis que MDA5 se fixe sur des fragments plus longs d’ARN-db 
(>1 Kbp) (Kato et al. 2008; Myong et al. 2009; Goubau et al. 2014). Les protéines RIG-1 
et MDA5 interagissent avec une protéine située sur la membrane externe de la 
mitochondrie : MAVS (mitochondrial antiviral-signaling protein). Ne pouvant pas se lier 
à MAVS, LGBP2 régule l’activité de RIG-1 et MDA5 (Satoh et al. 2010). En activant les 
protéines kinases IKK (IkappaB kinase), MAVS est capable de moduler l’activité du 
facteur de transcription NF-κb. De plus, MAVS interagit avec les protéines TRAF (TNF 
receptor associated factors) pour permettre le recrutement de TBK1 (TANK-binding 
kinase 1) et IKK et ainsi favoriser la phosphorylation des facteurs de transcription IRF3 
et IRF7 (Seth et al. 2005; R. Fang et al. 2017; Dalskov et al. 2020). Les facteurs de 
transcriptions NF-κb, IRF3 et IRF7 transloquent dans le noyau pour déclencher 
l’expression des gènes codant pour les IFN-I et les cytokines pro-inflammatoires  
(Kawai et al. 2005) [Figure 22]. D’autres voies importantes pour la défense antivirale 
sont activées par la présence d’ARN-db dans le cytoplasme (Gazquez-Gutierrez et al. 
2021). DHX33 (DEAH-Box Helicase 33), une protéine ayant une activité hélicase est 
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capable de reconnaitre de l’ARN-db. La détection d’acides nucléique anormaux conduit 
DHX33 à interagir avec NLRP3 (NOD-like receptor family) pour former un complexe 
appelé l’inflammasome. Ce complexe induit la transformation de la pro-IL-1 et la pro-
IL-18 en cytokines pro-inflammatoires (Mitoma et al. 2013). La kinase PKR (protein 
kinase R, un ISG) se lie à l’ARN-db et arrête la synthèse des protéines en phosphorylant 
le facteur d’initiation de la traduction eiF2α (Levin et London 1978). Les protéines OAS 
(2’-5’-oligoadenylate synthetase) reconnaissent également de l’ARN-db et activent 
l’endoribonucléase L (RNAse L) pour dégrader ces ARN anormaux (Silverman 2007) 
[Figure 22]. 

La voie majoritaire de surveillance d’ADN cytoplasmique est initiée par cGAS, la 
synthase de GMP-AMP cyclique (L. Sun et al. 2013). Elle provoque la formation de GMP-
AMP cyclique, un messager cellulaire qui interagit avec STING, une protéine 
adaptatrice. De façon analogue aux RLR, la voie cGAS/STING conduit à la translocation 
nucléaire des facteurs NF-κB et IRF3 pour aboutir in fine à la production d’IFN-I et de 
cytokines pro-inflammatoires (J. Wu et al. 2013) [Figure 22]  

 

Figure 22. Mécanismes d’actions des différents senseurs d’acide nucléiques. 
(Tiré de Gazquez-Gutierrez et al. 2021) 

Les senseurs sont catégorisés selon le type d’acide nucléique qu’ils reconnaissent (ADN, 
ARN) et leur localisation subcellulaire. Situé généralement au niveau de la membrane 
cellulaire ou de l’endosome, les TLR détectent plusieurs types d’acides nucléiques ; par 
exemple TLR3 se lie à l’ADN-db, TLR7 et TLR8 interagissent avec de l’ARN et TLR9 reconnait 
de l’ADN et aussi des hybrides ARN/ADN. Les récepteurs de la famille des RLR à l'état inactif 
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résident dans le cytoplasme.  L’activation des RLR (MDA5 et RIG-I) par des ARN-db conduit 
leur agrégation sur les membranes intracellulaires des mitochondries (Onomoto, Onoguchi, 
et Yoneyama 2021). cGAS est trouvé  dans le noyau et peut être exporté dans le cytoplasme 
en réponse à la présence d’ADN cytosolique (H. Sun et al. 2021). Une fois les acides 
nucléiques reconnus, ces récepteurs activent une cascade de signalisation qui provoque la 
translocation nucléaire des facteurs de transcriptions IRF3, IRF7 et de NF-Kb. Ces facteurs 
conduisent à l’expression d’IFN-I et de cytokines pro-inflammatoires. D’autres protéines 
cytoplasmiques détectent les ARN-db dérivés de virus, tels que ADAR1 conduisant à la 
désamination de l’ARN-db, le système OAS/RNAse L induisant une dégradation généralisée 
de l’ARN cytoplasmique, et PKR permettant l’arrêt de la traduction. 

 

Que ce soit pour la signalisation induite par l’ARN-db ou bien l’ADN-sb/db 
cytoplasmique, les IFN-I produits et sécrétés peuvent agir de façon autocrine ou 
paracrine en se fixant sur le récepteur hétérodimérique IFNAR (IFNAR1 et IFNAR2) 
causant l’activation de la voie signalisation JAK/STAT. Cette signalisation génère la 
synthèse de centaines de protéines codées par les ISG qui permettent d’amplifier la 
production d’IFN [Figure 23].  

 

Figure 23. La voie de la signalisation JAK/STAT canonique induite par les IFN-I. 
Cette voie est activée dans tous les types cellulaires.  Les IFN-I sont reconnus par les 
récepteurs IFNAR déclenchant l’activation de JAK1 et de TYK2, Ces kinases phosphorylent 
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les récepteurs IFNAR créant des sites d’ancrages pour les facteurs de transcriptions STAT 
(signal transducers and activators of transcription, STAT1 et STAT2). Ces STAT sont également 
phosphorylés et hétérodimérisent pour former avec IFR9, le complexe ISGF3 (interferon 
stimulated gene factor 3).  ISGF3 transloque dans le noyau et se lie à des séquences 
spécifiques ISRE (IFN-stimulated regulatory element) induisant la transcription des ISG. 

 

Ainsi en cas d’infection virale, la cellule est capable de réagir en produisant de très 
grandes quantité d’IFN. Néanmoins la production est transitoire, expliquée par la 
courte durée de vie des acteurs de la réponse IFN tels que IRF7, IRF3 et les boucles de 
rétrocontrôles négatifs (Prakash et Levy 2006; Cao et al. 2009; Wang et al. 2015). Par 
exemple, TRIM26 régule négativement la production d’IFN-β et la réponse antivirale à 
travers la poly-ubiquitination et la dégradation d’IRF3 (Wang et al. 2015). 

 

b. Les RE et le système interféron, deux forces motrices de 
l’évolution qui s’opposent 

 

Le système de signalisation IFN est un moyen de défense permettant de garder l’hôte 
en bonne santé (Walter 2020). Néanmoins, certains individus peuvent développer des 
maladies déclenchées par une suractivation du système de signalisation IFN sans la 
détection de virus ou d’autres pathogènes (M. K. Crow, Olferiev, et Kirou 2019). Le 
développement de ces maladies auto-immunes suggère l’existence d’éléments 
endogènes capables d’activer ce système. Outre les autoantigènes, des études mettent 
en évidence l’implication des RE dans la stimulation du système IFN (Volkman et 
Stetson 2014; M. K. Crow, Olferiev, et Kirou 2019). Les similarités de structures entre les 
acides nucléiques viraux et ceux dérivés de RE endogènes peuvent amener les cellules 
à identifier à tort les RE comme des virus envahissants et ainsi induire la réponse IFN 
(Gazquez-Gutierrez et al. 2021). Le syndrome d’Aicardi-Goutières est une maladie auto-
immune, caractérisée en 1984, par une encéphalopathie néonatale, avec une atrophie 
cérébrale, des calcifications cérébrales et leucodystrophie (Aicardi et Goutières 1984). 
Les patients atteints de ce syndrome ont une surexpression d’IFN-α dans le liquide 
cérébro-spinal et le sang (Lebon et al. 1988). La présence de mutations perte de 
fonction de l’exonucléase TREX1 est identifiée chez ces patients (Crow et al. 2006). Le 
travail de Stetson et al. sur les souris Trex1-/- a permis de présenter un nouveau 
mécanisme qui évite une induction délétère de l’IFN. Ils mettent en évidence que TREX1 
empêche l’accumulation d’ADN issus de la rétro-transcription de RE endogènes (les 
éléments L1 et IAP) qui, s’ils ne sont pas contrôlés, conduit à une production 
importante d’IFN-I déclenchant une réponse auto-immune (Stetson et al. 2008). En plus 
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de générer de l’ADNc, les RE peuvent également être une source d’ARN-db, étant 
donné que les transcrits de RE peuvent s’hybrider en intramoléculaire compte tenu de 
la répétition de leurs séquences. La formation d’ADNc cytoplasmique (lors de la reverse 
transcription des L1 par exemple) ou d’ARN-db issus de l’expression de REs mime une 
infection virale et conduit à l’activation des facteurs de transcriptions NF-κB, IRF3 et 
des voies immunes antivirales (Volkman et Stetson 2014; Sadeq et al. 2021). En 2015, 
Yu et al. montrent que la rétro-transposition d’éléments L1 induit l’expression du gène 
codant pour IFN-β et des ISG, qui en retour bloque la propagation du L1 (Yu et al. 
2015). En 2018, Barbieri et al., mettent en évidence que le système de signalisation IFN-
I activé par la TPO limite l’expression de RE induite par l’irradiation (Barbieri et al. 2018).  

Les RE ont exploité le système immunitaire de l’hôte pour promouvoir leur propre 
transcription. En 2016, Chuong et al. mettent en évidence l’existence d’enhancers issus 
des RE, inductibles par l’IFN (Chuong, Elde, et Feschotte 2016). Ils observent que la 
délétion par CRISPR-Cas9 de RE dans le génome humain altère l’expression des gènes 
adjacents induit par l’IFN. Ils montrent que l’ERV MER41B, situé près de gènes de 
l’immunité, contient un site de fixation au facteur de transcription STAT1, un acteur 
majeur de la signalisation IFN. Ainsi l’évolution peut sélectionner des éléments 
génétiques « égoïstes », les RE, pour générer de nouveaux réseaux de gènes Certains 
RE qui résident dans les régions 3’ non traduites (3’UTR) des ISG peuvent être 
directement activés en réponse à la signalisation IFN (Cañadas et al. 2018; Jones et al. 
2019). Ces séquences rétrovirales endogènes sont orientées en sens inverse dans les 
3’UTR des ISG entrainant la formation d’ARN-db par la transcription bidirectionnelle 
suite à l’exposition à l’IFN. Ces ARN-db peuvent ensuite être détectés par les PRR, 
conduisant à une boucle de rétroaction positive et ainsi amplifiant la signalisation IFN 
(Cañadas et al. 2018; Jones et al. 2019).  Dans la première partie de mon projet de thèse 
qui sera décrit à la page 100, nous avons mis en évidence un mécanisme moléculaire 
impliqué dans la dérépression des sous-familles des éléments L1 de la souris lors d’un 
stress dans les CSH qui renforcent les relations causales entre les RE et les gènes 
immunitaires, ainsi que leur coévolution.  

 

c. Les RE et la réponse IFN dans les cancers  
 

Bien que la capacité des RE à altérer la stabilité génomique et le transcriptome soit une 
force pour les cellules cancéreuses, elle reste une arme à double tranchant. En effet, 
une induction importante de RE dans les cellules tumorales peut conduire à leur perte 
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[Figure 24]. Certaines thérapies anti-cancéreuses telles que la chimiothérapie, la 
radiothérapie, l’immunothérapie s’appuient sur cette faiblesse pour tuer les cellules 
cancéreuses.  

 

Figure 24. Les rétro-éléments, le talon d’Achille des cellules cancéreuses. 
A. Les RE, une arme à double tranchant pour les cellules cancéreuses. Un fort niveau de 
RE dans les cellules tumorales, par exemple par des traitements anti-cancéreux peut induire 
une activation de la signalisation IFN et entrainer la mort cellulaire directement de façon 
autocrine et également indirectement en activant les lymphocytes T. 
B. Mécanisme d’action des traitements anticancéreux dans l’induction d’un état 
mimant une infection virale et dans la réponse immune (adapté de Chiappellini et al., 
2015). Etape 1 à 3 : L’expression massive des RE par des traitements anti-cancéreux induit la 
production d’ARN-db, causée par l’hybridation en intramoléculaire des transcrits de RE.  
Etape 4 à 6 : La présence d’ARN-db dans le cytoplasme des cellules cancéreuses est détectée 
par les PRR tel que MDA5, RIG1, causant une agrégation de MAVS et l’activation d’IRF7 par 
TBK1. Puis IRF7 transloque dans le noyau pour induire la transcription des gènes de l’IFN, 
entrainant ainsi la production, le transport et la sécrétion d’IFN dans le micro-environnement 
tumoral.  Etape 7 à 8 : La cellule cancéreuse a également un récepteur de l’IFN. La liaison de 
l’IFN aux récepteurs (IFNAR pour l’IFN de type I, IFNLR1-IL10R2 pour l’IFN de type III) entraine 
l’activation de voie de la signalisation JAK/STAT qui induit la transcription des ISG. Etape 9 à 
10 : L’expression des ISG et l’augmentation de la machinerie de présentation des antigènes 
(CMH-I, complexe majeur d’histocompatibilité) augmentent la visibilité de la cellule 
cancéreuse par les lymphocytes T CD8+ qui les éliminent.  
Etape 4 bis : Les ARN-db peuvent également en parallèle générer des néo-antigènes qui 
sont présentés à la surface de la cellule tumorale et reconnus par les cellules T. 
Note : Le TCR (T-cell receptor) présent à la surface des cellules T reconnait les molécules de 
CMH présentant des peptides à la surface de la cellule cancéreuse permettant d’initier le 
processus d’activation des lymphocytes T. 
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Plus de la moitié des patients atteints de cancers sont traités par la radiothérapie 
(Barton et al. 2014). La production de cassure double brin par les radiations a toujours 
été considérée comme le processus par lequel la radiothérapie élimine les cellules 
tumorales (Vignard, Mirey, et Salles 2013). Des études mettent en évidence que la 
réponse immunitaire de l’hôte est aussi un élément important dans la réponse globale 
de la tumeur à la radiothérapie (Demaria et al. 2005; Burnette et al. 2011). En effet, les 
radiations conduisent à la génération d’ADN-db cytosoliques issus des dommages à 
l’ADN qui induisent l’activation de la voie cGAS-STING et entraine le déclenchement 
de la signalisation IFN (T. Li et Chen 2018). La production d’IFN-I par les cellules 
tumorales irradiées activent les cellules T qui permettent la réduction de la croissance 
tumorale. Récemment, Lee et al.  rapportent que dans des lignées de cancers solides 
les radiations induisent  la transcription d’ARN-db associés aux ERV et l’activation d’une 
réponse antivirale innée MDA5/MAVS/TBK1, aboutissant à la transcription des ISG (A. 
K. Lee et al. 2020). De plus, ils montrent que la perte de KAP1 améliore cette réponse 
antitumorale induite par les radiations dans deux modèles de souris, ayant reçu une 
injection de cellules de mélanome ou de cancer du sein (A. K. Lee et al. 2020).  Ces 
données mettent en lumière que la manipulation de l’épigénétique, contrôlant 
l’expression des RE, et la voie de l’immunité innée, détectant les RE, pourraient être des 
stratégies prometteuses pour améliorer l’efficacité de la radiothérapie et de 
l’immunothérapie des cancers. 

La chimiothérapie détruit les cellules cancéreuses en s’attaquant au matériel génétique 
des cellules qui prolifèrent très rapidement, ce qui empêche la croissance de la tumeur. 
Face à la réduction des cellules hématopoïétiques causée par la chimiothérapie, les 
CSH sont poussées à entrer en cycle cellulaire et à différencier afin de reconstituer le 
système hématopoïétique. En 2021, Clapes et al. mettent en évidence que le traitement 
par des agents chimiothérapeutiques tels que le 5-FU modifie l’accessibilité de la 
chromatine et favorise la transcription de RE (principalement des ERV et des LINE) dans 
les CSH murines (Clapes et al. 2021). En outre, ils montrent que les transcrits de ces RE 
induits par la chimiothérapie agissent comme des ligands de MDA5 et déclenchent une 
réponse inflammatoire en activant des cytokines pro-inflammatoires et des IFN-I, ce 
qui entraine la sortie de quiescence des CSH et la régénération myéloïde (Clapes et al. 
2021). 

La grande force des thérapies épigénétiques repose sur le fait qu’à la différence des 
mutations génétiques, les modifications épigénétiques sont potentiellement 
réversibles. Brocks et al. rapportent que dans des lignées de cancers solides, la 
combinaison d’agents hypométhylants de l’ADN (HMA) et des inhibiteurs des HDAC 
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(HDACi) induisent la transcription de novo de RE à LTR, résultant des transcrits qui sont 
épissés à ceux issus de gènes codant pour des protéines et générant in fine de 
nombreux néo-transcrits et de néo-protéines, qui pourraient être ciblées par 
l’immunothérapie (Brocks et al. 2017). Les RE peuvent aussi être eux-mêmes une source 
directe de néo-antigènes [Figure 24]. En 2022, Bonaventura et al. développent une 
approche bioinformatique pour identifier les peptides issus des ERV et reconnus par 
les lymphocytes T CD8+. Ils mettent en évidence le caractère immunogène des peptides 
sélectionnés et également la cytotoxicité des clones de cellules T ciblant ces peptides 
(Bonaventura et al. 2022). La même année, Alcazer et al. révèlent l’existence de 
lymphocytes T CD8+ dirigés contre des néo-antigènes issus des ERV spécifiques de la 
LAM dans la moelle osseuse de patients au diagnostic (Alcazer et al. 2022).  Ainsi les 
RE, constituant un réservoir d’épitopes, pourraient être exploités pour le 
développement de nouvelles immunothérapies. L’impact des traitements 
épigénétiques dans l’induction d’un état mimant une infection virale sera détaillé 
ultérieurement (à la page 130) car cet aspect constitue la seconde partie de mon projet 
de thèse.  

Le système immunitaire contribue au succès des traitements déclenchant un état 
mimant une infection virale. Les cellules tumorales peuvent échapper aux lymphocytes 
T en détournant les points de contrôles immunitaires à leur avantage. Ces points de 
contrôles sont des récepteurs impliqués dans la modulation de l’activation des cellules 
de l’immunité. Ils ont pour rôle de de stopper le système immunitaire une fois 
l’élimination de l’élément étranger afin d’empêcher que le système ne s’emballe. Ils 
sont également nécessaires pour éviter que le système immunitaire ne s’attaque à des 
cellules normales. Les cellules cancéreuses peuvent surexprimer à leur surface des 
ligands des récepteurs inhibiteurs afin d’éviter d’être éliminées par les lymphocytes T 
[Figure 25]. L’expression de ces ligands par les cellules tumorales peut être due à ses 
mutations ou bien par la production de cytokines inflammatoires par les cellules 
immunes (IFN-γ) (Pardoll 2012). Le blocage des points de contrôles immunitaires fait 
partie des lignes thérapeutiques pour lutter contre les cancers.  
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Figure 25. Principaux checkpoints immunitaires. 

LAG-3 est un co-recepteur situées sur les cellules T et qui se lie aux molécules de CMH. Il 
régule négativement les signaux de transduction induit par le TCR.  D’autres molécules 
empêchent également l’activation des lymphocytes T et qui sont présents sur les cellules 
cancéreuses tel que CD80 (cluster of differentiation 80) et PD-L1/PD-L2 (programmed death-
ligand 1 and 2) qui interagissent respectivement avec le récepteur CTLA4 (cytotoxic T 
lymphocyte antigen 4 protein) et PD-1 (programmed cell death 1) situées sur les lymphocytes. 

 

L’ensemble de ces études met en évidence le rôle des RE dans la physiologie, 
l’oncogenèse et l’immunité. En particulier, elles mettent en lumière l’importance des 
mécanismes épigénétiques qui contrôlent l’expression des RE et comment elles 
peuvent être exploiter dans un contexte thérapeutique.  
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Introduction 

Partie III. La leucémie myélomonocytaire chronique (LMMC) 
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          La leucémie myélomonocytaire chronique (LMMC) est une maladie clonale de la 
CSH touchant le sujet âgé. Cette maladie du vieillissement dont l’âge moyen au 
diagnostic est de 72 ans touche deux fois plus les hommes que les femmes (Patnaik et 
Tefferi 2020). La LMMC est le plus fréquent des syndromes myélodysplasiques et des 
néoplasies myéloprolifératives (SMD/NMP). L’incidence exacte de la LMMC reste 
inconnue, mais il est estimé à 4 cas sur 100 000 personnes par an (Patnaik et Tefferi 
2020). 

1. Les critères de diagnostiques de la LMMC 
 

a. Les critères selon le groupe Franco-Américain-
Britannique 

 

Dans les années 80, le groupe Franco-Américain-Britannique (FAB) définit la LMMC par 
une monocytose sanguine supérieure à 1 x 109/L, un pourcentage de blastes sanguins 
inférieur à 5% et de blastes médullaires inférieur à 20%, l’absence de Corps d’Auer 
(bâtonnets azurophiles) dans les cellules très immatures et une dysplasie d’une ou 
plusieurs lignées hématopoïétiques. Longtemps classé dans les SMD, ce n’est qu’en 
1994 que le groupe FAB distingue deux types de LMMC : les LMMC de type 
« dysplasique » (leucocytose inférieure à 13 x 109/L) et les LMMC de type 
« proliférative » (leucocytose supérieure ou égale à 13 x 109/L). 

 

b. Les critères selon la classification de l’Organisation 
Mondiale de la Santé 

 

Les critères de diagnostic de la LMMC selon la classification de l’Organisation Mondiale 
de la Santé (OMS) 2016 sont décrits dans le tableau 4. Le premier critère de diagnostic 
de cette pathologie est la persistance d’une monocytose supérieure ou égale à 1 x 
109/L pendant plus de 3 mois avec des monocytes constituant plus de 10% de la 
numération leucocytaire. Dans la nouvelle version de la classification de l’OMS de 2022, 
le taux de monocytes est révisé à 0,5 G/L pour prendre en compte les LMMC dites 
« oligomonocytaires » (Calvo et al. 2020; Khoury et al. 2022). Ce seul critère ne suffit 
pas à diagnostiquer les patients atteint de LMMC puisque la monocytose peut être 
attribuée à un certain nombre de causes telles que des étiologies infectieuses (ex. la 
tuberculose), des maladies du tissu conjonctif, la régénération de la moelle osseuse 
après la chimiothérapie… (Patnaik et al. 2014). Il faut en plus réaliser des analyses 
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moléculaires des clones hématopoïétiques. Les patients atteints de LMMC ne doivent 
pas avoir de chromosome de Philadelphie, ni de fusion BCR-ABL1 pour les distinguer 
de la leucémie myéloïde chronique (LMC) (Ohtake 2002; Patnaik et Tefferi 2020). Des 
patients présentant un phénotype clinique LMMC associée à une hyperéosinophilie, 
sont exclus s’ils ont des réarrangements des gènes PDGFRA, PDGFRB, FGFR1 ou une 
fusion PCM1-JAK2 et sont classés dans les néoplasmes myéloïdes ou lymphoïdes (Baer 
et al. 2018). Le pourcentage de blastes dans le sang périphérique et dans la moelle 
osseuse doit être inférieure à 20% pour exclure les LAM. Enfin, la présence d’une 
dysplasie dans au moins une des lignées hématopoïétiques doit être établie. Les 
patients ne présentant pas ou faiblement une myélodysplasie, peuvent être 
diagnostiqués LMMC s’ils possèdent des anomalies moléculaires cytogénétiques ou 
génétiques clonales acquises (TET2, ASXL1, SRSF2 et SETBP1) dans les cellules 
hématopoïétiques (Patnaik et Tefferi 2020). Les mutations dans les gènes JAK2, MPL 
ou CALR permettent d’exclure les patients présentant une monocytose avec un NMP 
tel que la polyglobulie de Vasquez, la thrombopénie essentielle et la myélofibrose 
primaire (Arber et al. 2016). 
 

1 Persistance d’une monocytose ≥ 1 x 109/L dans le sang périphérique (> 3 mois), 
avec des monocytes constituant ≥ 10 % de la numération leucocytaire 

2 Absence de chromosome de Philadelphie, de réarrangement BCR-ABL 
 

3 Aucune preuve de réarrangements PDGFRA ou PDGFRB, et l’absence de 
réarrangements FGFR1 ou de fusion PCM1-JAK2 si concomitant à un contexte 
éosinophilie 

4 <20% blastes dans la moelle osseuse et le sang périphérique 
5 Dysplasie d’une ou plusieurs types cellulaires de la lignée myéloïde. Si la 

myélodysplasie est absente ou minimale, le diagnostic de la LMMC peut être fait 
si le critère 6 est présent. 

6 Présence d’une anomalie moléculaire cytogénétique ou génétique clonale 
acquise (TET2, ASXL1, SRSF2 et SETBP1) dans les cellules hématopoïétiques 

Tableau 4. Critères de diagnostic pour la leucémie myélomonocytaire chronique 
(LMMC) recommandé par l’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) 2016 
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En 2016, l’OMS identifie aussi des trois sous-types de LMMC, LMMC-0, LMMC-1, 
LMMC-2, fondée selon leur pourcentage de blastes dans le sang périphérique et dans 
la moelle osseuse, qui impacte le pronostic (Loghavi et Khoury 2018) :  

- LMMC-0 : blastes périphériques <2% et blastes médullaires <5% (médiane de 
survie : 35 mois) 

- LMMC-1 : blastes périphériques entre 2-4% et blastes médullaires entre 5-9% 
(médiane de survie : 28 mois) 

- LMMC-2 : blastes périphériques > 5% et blastes médullaires entre 10-19% 
(médiane de survie : 19 mois) 

Dans la nouvelle version de la classification OMS de 2022 des hémopathies, le sous-
type LMMC-0, n’apportant pas d’information supplémentaire, disparait et fusionne 
avec le sous-type LMMC-1 (Khoury et al. 2022). 

c. La répartition des sous-types de monocytes, un autre 
critère 

 

 

Figure 26. La répartition anormale des sous-populations monocytaires dans la LMMC.  
(Tiré de Selimoglu-Buet et al. 2015) 
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La répartition des sous-populations de monocytes obtenues par cytométrie de flux avec les 
marqueurs CD14 et CD16 sont représentées dans les contrôles jeunes (Co), les contrôles 
âgés (Co-Ag), les patients atteints de LMMC, de monocytose réactionnelle et de SMD. 

 

La répartition des sous-types de monocytes est aussi un critère de diagnostic de la 
LMMC (Selimoglu-Buet et al. 2015). Il existe trois sous-populations monocytaires du 
sang périphérique : les monocytes classiques MO1 (CD14+ CD16-), les monocytes 
intermédiaires MO2 (CD14+ CD16+) et les monocytes non classiques (CD14faible 
CD16élevé). Ils ont des rôles distincts : les MO1 dans l’inflammation et la phagocytose, 
les MO2 dans la présentation de l’antigène aux lymphocytes T, et les MO3 dans la 
surveillance des parois vasculaires (Grage-Griebenow et al. 2001; Zawada et al. 2011; 
Ziegler-Heitbrock et Hofer 2013; G. Thomas et al. 2015). Les patients LMMC ont une 
augmentation de la sous-population de monocytes classiques qui représentent plus 
94% des monocytes contre 85 % chez des individus de même âge en bonne santé 
(Selimoglu-Buet et al. 2015) [Figure 26]. Cette technique présente l’avantage de 
distinguer efficacement les monocytoses associées à la LMMC et les monocytoses des 
patients avec un SMP, et d’identifier les patients SMD qui ont un taux de monocytes 
inférieure à 1 x 109/L et qui peuvent développer la LMMC (Patnaik et al. 2017; Talati et 
al. 2017). Des faux négatifs avec cette technique peuvent être rencontrés chez les 
patients LMMC ayant une maladie auto-immune ou inflammatoire où la fraction des 
monocytes intermédiaires augmente, ce qui diminue faussement les monocytes 
classiques, ou dans d’autres maladies myéloïdes tel que la LMC (Talati et al. 2017; 
Pophali et al. 2019). Dans le cas d’une ambigüité dans la répartition des sous-types 
monocytaires, l’identification d’une LMMC nécessite une diminution de la fraction de 
monocytes non classiques exprimant le marqueur SLAN qui doit être inférieure à 1.7% 
(Solary, Wagner-Ballon, et Selimoglu-Buet 2020). L’utilisation de marqueurs 
additionnels tel que CCR2, CD36… et le développement de la cytométrie de masse 
(CyTOF) sont des solutions prometteuses pour améliorer la sensibilité et la spécificité 
de cette méthodologie (G. D. Thomas et al. 2017; Solary, Wagner-Ballon, et Selimoglu-
Buet 2020; Patnaik et Tefferi 2020).  

2. Les anomalies moléculaires dans la LMMC  
 

a. Les anomalies cytogénétiques (chromosomiques) 
 

Dans la majorité cas (70-80%), le caryotype des cellules médullaires et sanguines des 
patients LMMC est normal. Chez les 20-30% de patients LMMC, les altérations 
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cytogénétiques clonales les plus fréquentes sont des anomalies du chromosome 7 
(délétion 7q ou monosomie), la trisomie 8, la trisomie 21, la délétion du bras long du 
chromosome 20, la perte du chromosome Y, et un caryotype complexe (>3 anomalies) 
(Patnaik et Tefferi 2020). Le système de stratification des risques cytogénétiques des 
patients proposé par l’équipe espagnole Such et al., en 2011, distingue trois groupes : 
fort risque (trisomie 8, anomalies du chromosome ou caryotypes complexes), risque 
intermédiaire (toutes les anomalies chromosomiques excepté ceux des groupes avec 
un fort ou faible risque), faible risque (caryotype normal ou perte de l’Y) (Such et al. 
2011). En 2014, dans une étude franco-américaine (Mayo-French), 409 patients atteints 
de LMMC sont analysés pour des anomalies cytogénétiques et génétiques (Wassie et 
al. 2014). Cette étude présente aussi une stratification en trois groupes de risques 
présentant des similitudes à celle de Such. 
 

b. Les anomalies génétiques (mutations) 
 

Contrairement à d’autres tumeurs malignes solides, les cancers hématologiques dont 
la LMMC sont caractérisées par un nombre relativement faible de mutations. En effet, 
les patients atteints de la LMMC présentent en moyenne 10 à 15 mutations par kilobase 
de régions d’ADN codant (Merlevede et al. 2016). Ces anomalies génétiques affectent 
des gènes ayant rôle  dans (1) l’épigénétique (ASXL1, TET2, EZH2, UTX, DNMT3A, IDH1, 
IDH2), (2) l’épissage (SF3B1, SRSF2, U2AF1, ZRSR2, PRPF8), (3) signalisation cellulaire 
(JAK2, KRAS, NRAS, CBL, PTN11 et FLT3), (4) les facteurs de transcription et l’assemblage 
des nucléosome (SETBP1, RUNX1) et (5) la réponse aux dommages à l’ADN (TP53, 
PHF6) qui sont moins fréquentes (Patnaik et Tefferi 2020). Parmi ces mutations, les plus 
courantes affectent les gènes TET2 (60%), SRSF2 (50%), ASXL1 (40%) et les gènes de la 
signalisation RAS (25%). La fréquence des mutations somatiques dans les patients 
LMMC est montrée dans le tableau 5 (Patnaik et Tefferi 2020). Les mutations du gène 
TP53 sont rares dans cette maladie.  

 

Classe majeure des mutations Gènes Fréquence de la 
mutation 

Epigénétique  
Modifications d’histone ASXL1 40% 

EZH2 5% 
Méthylation de l’ADN TET2 60% 

DNMT3A 5% 



97 
 
 

IDH1 1% 
IDH2 5-10% 

Signalisation cellulaire JAK2V617F 5-10% 
CBL 15% 
NRAS 15% 
KRAS 10% 
PTPN11 5% 
FLT3 <5% 

Epissage SRSF2 50% 
SF3B1 5-10% 
U2AF1 5-10% 
ZRSR2 5% 

Transcription et assemblage du nucléosome RUNX1 15% 
SETBP1 15% 

Dommage à l’ADN TP53 1% 
PHF6 5% 

Tableau 5. Fréquences relatives des mutations somatiques chez les patients 
atteint de LMMC. (Tiré de Patnaik et Tefferi 2020) 
 

Ces anomalies génétiques ne sont pas spécifiques de la LMMC et sont aussi retrouvées 
dans d’autres hémopathies myéloïdes (Vainchenker et al. 2011; Bejar et al. 2011; Jaiswal 
et al. 2017; Deininger, Tyner, et Solary 2017). Certaines de ces mutations peuvent 
influencer le phénotype tel que des mutations RAS pour les formes prolifératives, 
RUNX1 pour la thrombopénie, KIT pour la mastocytose mais elles ne peuvent pas à 
elles seules refléter l’hétérogénéité clinique de la maladie (Ball, List, et Padron 2016).  
 

c. L’architecture du clone leucémique 
 

Tout au long de la vie, les cellules somatiques acquièrent des mutations. Le séquençage 
complet du génome (Whole Genome Sequencing, WGS) des monocytes CD14+ de 
patients LMMC a permis de montrer que les mutations somatiques de la LMMC 
proviennent d’un processus mutationnel lié à l’âge (Alexandrov et al. 2015; Merlevede 
et al. 2016). En effet, deux signatures mutationnelles (1A/B et 5) qui sont 
communément associées au vieillissement sont détectés chez les patients LMMC 
(Merlevede et al. 2016). Dans la LMMC, la majorité des cellules CD34+CD38- (75%) ont 
des mutations géniques témoignant de la dominance du clone leucémique sur les 
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cellules normales dès le compartiment des CSH. Dans ce compartiment, les analyses à 
l’échelle unicellulaire ont révélé la présence de sous-clones issus de l’accumulation 
progressive de mutations (Itzykson, Kosmider, Renneville, Morabito, et al. 2013). Bien 
que l’ordre d’apparition des mutations soit stochastique, la première mutation a lieu le 
plus souvent dans un gène codant pour un régulateur épigénétique (TET2 ou ASXL1, 
les plus fréquents) et la seconde mutation dans un gène codant pour des facteurs 
d’épissage (SRSF2) ou des régulateurs de signalisation. De plus, les mutations TET2, 
IDH1 et IDH2 semblent mutuellement exclusives tandis que certaines combinaisons de 
mutations sont fréquentes telles que TET2 et SRSF2 (Itzykson, Kosmider, Renneville, 
Gelsi-Boyer, et al. 2013). L’hypothèse d’une relation d’épistasie est proposée pour 
expliquer l’association fréquente entre des mutations TET2 et SRSF2 (Itzykson et Solary 
2013).  Dans les cellules hématopoïétiques normales, les mutations dans des gènes de 
l’épissage entrainent un défaut de prolifération in vivo (Yoshida et al. 2011). Les 
mutations SRSF2 conféreraient un désavantage compétitif aux CSH mais elle 
présenterait un avantage dans un contexte TET2 muté, ce qui pourrait expliquer l’ordre 
d’apparition de ces mutations (Itzykson, Kosmider, Renneville, Morabito, et al. 2013). 
Récemment, Xu et al. dévoilent que la mutation Srsf2P95H/+ coopère avec la perte de 
Tet2 afin d’initier le développement de la LMMC dans les modèles murins (J. J. Xu et al. 
2022).  

Des travaux sur des modèles murins et l’analyse in vitro de cellules primaires de patients 
ont permis de proposer un modèle de dominance clonale précoce pour expliquer le 
biais de différenciation vers la lignée granulo-monocytaire. Dans ce modèle, une 
expansion clonale précoce des clones muté TET2 dans les progéniteurs immatures 
multipotents peut conduire à la fois à orienter la différenciation vers la lignée granulo-
monocytaire et à une érythropoïèse inefficace (Itzykson, Kosmider, Renneville, 
Morabito, et al. 2013). Ce phénotype évoque celui des LMMC de type « dysplasique ». 
Des mutations additionnelles sont impliquées dans la progression de la maladie vers 
une forme plus sévère, chronique ou aiguë. 

Un autre modèle peut expliquer le biais de différenciation vers la lignée granulo-
monocytaire dans cette pathologie. Des expériences de clonogénicité et de cytométrie 
en flux montrent que les progéniteurs myéloïdes de la LMMC présentent une 
hypersensibilité au GM-CSF avec une augmentation de l’activité phospho-STAT5, 
amenant à une surproduction de cellules granulo-monocytaires (Birrer et al. 2008; 
Kotecha et al. 2008). Néanmoins, des études récentes soulignent que ce mécanisme 
n’est pas universel mais limité aux 35 à 50% des cas de LMMC ayant une forme 
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proliférative et présentant des mutations dans des voies de signalisation tel que RAS 
(Padron et al. 2013; Geissler et al. 2016; Itzykson et al. 2017) 

Ces deux modèles moléculaire et fonctionnel co-existent probablement (Itzykson et al. 
2017) [Figure 27]. 

 

Figure 27. Modèles de pathogenèse de la LMMC. (Tiré de Itzykson et al. 2017) 

LMMC-MD: LMMC de type « myélodysplasique », LMMC-MP : LMMC de type 
« myéloproliférative » 

 

3. La modélisation de la LMMC 
 

L’étude in vitro de la LMMC est limitée à l’utilisation de cellules primaires puisqu’il 
n’existe pas à ce jour de lignées cellulaires mimant la pathologie.  

a. Des modèles murins transgéniques  
 

De nombreux modèles murins récapitulant plus ou moins les caractéristiques des 
SMD/NMP ont pu être développés grâce à l’identification de mutations somatiques 
récurrentes dans ces pathologies et aux avancées dans les techniques de mutagénèse 
ciblée.  

Bien que les mutations perte de fonction de TET2 soient retrouvées dans la plupart des 
hémopathies myéloïdes, les souris Tet2-/- développent principalement mais pas 
exclusivement, une pathologie myéloïde ayant des caractéristiques similaires à une 
LMMC de type « proliférative ». En effet, le plus souvent ces souris ont une 
hyperleucocytose, une thrombopénie, une anémie, une monocytose dans le sang 
périphérique et une splénomégalie. Cette perte de fonction de TET2 permet de 
développer ce phénotype dès les premiers mois mais environ un tiers des souris         
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Tet2-/- meurent au cours de la première année de leur vie (Moran-Crusio et al. 2011; 
Quivoron et al. 2011; Zhe Li et al. 2011a). La période de latence avant le développement 
de la maladie de type LMMC diffère selon les stratégies. Les modèles murins ciblant la 
région codant pour le domaine catalytique de la protéine (Quivoron et al. 2011; Moran-
Crusio et al. 2011) semble avoir un temps de latence plus long (5-6 mois) que ceux 
visant le premier exon (2-4 mois) (Zhe Li et al. 2011a). Il est décrit également qu’au-
delà des altérations des lignages érythroïde et myéloïde, des anomalies de la 
différenciation des cellules lymphoïdes T et B sont observés dans certaines souris Tet2-

/- (Quivoron et al. 2011). 

Les souris mutées dans la voie RAS tel que KRas, NRas, HRas (Parikh, Subrahmanyam, 
et Ren 2007; Caraffini et al. 2020), Flt3 (B. H. Lee et al. 2007), Shp2 (Goodwin et al. 2014), 
Cbl (Lv et al. 2017) et Nf1 (P. Zhang et al. 2018) développent des pathologies similaires 
aux LMMC de type prolifératif avec une hyperprolifération de la lignée 
myélomonocytaire, une hypersensibilité au GM-CSF et une splénomégalie. 

Les souris Asxl1-/- ont un phénotype plus proche des SMD incluant une dysplasie des 
neutrophiles et une cytopénie de multiples lignées (Abdel-Wahab et al. 2013). 

Les souris Srsf2P95H/+ ne développent pas un SMD mais la transplantation de leurs CSH 
dans une souris létalement irradiée contribue au phénotype SMD incluant une anémie, 
une leucopénie et une dysplasie érythroïde (Kon et al. 2018). Ce résultat met en 
évidence la nécessité d’un stress additionnel à la mutation pour favoriser l’expression 
du phénotype.  

Etonnamment, certains modèles murins ayant des mutations non identifiées dans la 
pathologie telles que Arid4a, Arid4b (M.-Y. Wu, Eldin, et Beaudet 2008), Bid (Zinkel et 
al. 2003), Crebbp (Zimmer et al. 2012), Dido (Fütterer et al. 2005), Notch (Klinakis et al. 
2011), et Xist (Yildirim et al. 2013), développent un phénotype se rapprochant de la 
LMMC comprenant un versant dysplasique et un versant prolifératif. 

Néanmoins ces modèles murins monogéniques ne permettent pas de récapituler 
toutes les caractéristiques génétiques et cliniques de la pathologie. 
 

b. Des modèles de xénogreffes 
 

Des modèles de xénogreffes de cellules de patients sur des souris immunodéficientes 
donnent le moyen d’analyser l’ensemble des mutations et des altérations 
épigénétiques dans les patients et de récapituler, au moins partiellement, 
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l’hétérogénéité clonale (Y. Zhang et al. 2017).  Ces modèles ont permis la découverte 
des cellules souches cancéreuses et notamment les cellules souches leucémiques (CSL). 
A la fin des années 90, la greffe de cellules de patients LAM dans des souris 
immunodéficientes (NOD-SCID) a permis d’identifier une population cellulaire 
immatures (CD34+CD38-) capable d’induire une LAM dans ces souris (Lapidot, 
Fajerman, et Kollet 1997). Ces CSL ont des caractéristiques de CSH c’est-à-dire un 
potentiel d’auto-renouvellement et un ralentissement du cycle cellulaire, et sont aussi 
résistantes aux chimiothérapies (Rongvaux et al. 2014). En 2017, Yohsimi et al., et Zhang 
et al., réalisent des greffes de cellules CD34+ de patients LMMC dans des souris 
NOD/SCID-II2rgcnull exprimant des cytokines humaines GM-CSF, IL3 et SCF (NSG-
SGM3, NSGS) avec un taux de reconstitution élevé pouvant atteindre jusqu’à plus de 
80% de cellules humaines dans la moelle osseuse ou le foie (Yoshimi et al. 2017; Y. 
Zhang et al. 2017). Les cellules greffées sont capables de reproduire l’ensemble des 
caractéristiques génétiques, immunophénotypiques et morphologiques observées 
chez les patients dont elles sont issues. Ces modèles permettent également de 
récapituler l’hétérogénéité clonale et sous-clonale identifiée chez les patients.  Bien 
que les transplantations primaires soient très efficaces, les greffes secondaires ont pu 
être possible pour un nombre limité de cas. Cette faible efficacité des transplantations 
secondaires est probablement la conséquence d’une expansion des progéniteurs 
hyper-sensibles au GM-CSF, amenant à l’épuisement des cellules souches. De plus, les 
souris expriment une forte concentration de GM-CSF humain non physiologique, 
pouvant créer un environnement inflammatoire et ainsi compromettre la régénération 
des cellules souches humaines (Nicolini et al. 2004; Anzai et al. 2017; Y. Zhang et al. 
2017). Une autre limite de la surexpression de cytokines est qu’elle peut masquer 
l’efficacité de certains traitements tel que les traitements ciblant la voie GM-CSF/STAT5 
ou même modifier de façon extrême l’hétérogénéité clonale.  

Rongvaux et al. créent des souris MI(S)TRG exprimant des cytokines humaines à des 
taux plus physiologiques mais l’inconvénient de ce modèle est que les souris 
développent une anémie quelques semaines après la greffe (Rongvaux et al. 2014). De 
plus, elles ne sont plus commercialisées. Beke et al. génèrent un modèle in vitro de la 
LMMC via l’utilisation de la technologie des cellules souches pluripotentes induites ou 
iPSC (induced pluripotent stem cells) à partir des CD34+ (CSPH) de patients, qui a permis 
de récapituler une partie de l’hétérogénéité moléculaire et phénotypique de la 
pathologie (Beke et al. 2020). Il est possible de créer des modèles murins de la LMMC 
via la formation de tératomes en injectant des CSPHs de LMMC produites in vivo à 
partir d’iPSCs (Taoka et al. 2018). Ces modèles permettent d’identifier des molécules 
d’intérêt tel que des inhibiteurs de RAS, des inhibiteurs de MEK pour traiter la LMMC. 
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Néanmoins il est très difficile de reprogrammer des cellules progénitrices tumorales 
(Kotini et al. 2015; Kotini et al. 2017). 

 

4. Les approches thérapeutiques  
 

Le médecin face au diagnostic de la LMMC met en place bien souvent une surveillance 
vigilante sans traitement spécifique pour les patients asymptomatiques sans cytopénie 
majeure pour enrayer toute maladie intercurrente. Des soins de supports sont effectués 
pour contrôler les symptômes. Les patients thrombopéniques reçoivent des 
transfusions de plaquettes.  Il est proposé aux patients anémiques des transfusions 
répétées avec chélation du fer ou bien des injections d’érythropoïétine. Des agents 
médicamenteux cytotoxiques tel que l’hydroxyurée, la cytarabine sont donnés aux 
patients ayant une forme proliférative (hyperleucocytose, splénomégalies).  

Les patients à haut risque (forte prolifération ou dysplasie sévère) reçoivent des HMAs 
tel que l’AZA (Europe), la DAC (USA).  L’entrée de ces deux médicaments dans la cellule 
se fait grâce à quatre transporteurs : hENT/SLC29A, hCNT/SLC28A SLC15/SL22 et ABC 
family. L’activation de ces molécules se fait par une série de phosphorylations pour 
donner le 5-AZA-dCTP, qui peut être incorporé dans l’ADN durant la phase réplicative 
(S) du cycle cellulaire. Cette étape de phosphorylation est limitante et effectuée par 
l’uridine-cytidine kinase (UCK) pour l’AZA et la deoxycytidine kinase (DCK) pour la DAC. 
A la différence du DAC qui donne 100% de forme 5-AZA-dCTP, l’AZA a deux formes 
actives, la forme majoritaire (80%) 5-AZA-CTP qui est incorporée dans l’ARN et la forme 
minoritaire (20%) 5-AZA-dCTP qui est produite à partir de la 5-AZA-CTP grâce à des 
ribonucléotides réductases avant son incorporation dans l’ADN (Stresemann et Lyko 
2008). L’efficacité de ces agents épigénétiques est de 40% chez les patients mais elle 
est transitoire (Merlevede et al. 2016). Les effets biologiques de ces traitements chez 
les patients répondeurs sont une restauration de la balance hématopoïétique et aussi 
une correction de l’augmentation de la sous-population MO1 (Selimoglu-Buet et al. 
2015; Merlevede et al. 2016). Bien que ces traitements ont un effet cytotoxique, ils ont 
principalement des effets épigénétiques (Braun et al. 2011; Tsai et al. 2012). En effet, 
ces traitements sont associés à des changements de la méthylation de l’ADN et de 
l’expression génique.  Au sein des patients répondeurs, les HMAs ne réduisent pas la 
fréquence allélique du clone leucémique et n’empêchent pas l’apparition de nouvelles 
mutations. Le clone muté n’est pas éradiqué (Merlevede et al. 2016). 
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La LMMC provoque le décès dans un délai moyen de 31 mois du fait d’une transformation 
en LAM, des cytopénies, ou de comorbidités évolutives. Il existe un besoin non satisfait 
d’options thérapeutiques qui modifient l’évolution de la LMMC.         

Un petite cohorte patients atteints de LMMC ont pu être traités avec de l’IFN-α2b, qui 
réduit la monocytose sans empêcher les cytopénies (Catalano et al. 1989) ou bien de 
l’acide tout trans-rétinoïque, qui corrigent les cytopénies sans réduire la prolifération 
(Cambier et al. 1996). 

Les aberrations moléculaires détectées dans la LMMC convergent vers la voie de 
signalisation GM-CSF (Padron et al. 2013). De plus, l’hypersensibilité au GM-CSF des 
progéniteurs de la LMMC est corrélée aux mutations de la voie de signalisation RAS. 
Des thérapies ciblées peuvent être envisagées pour contrôler la prolifération cellulaire 
tel que le lenzilumab qui neutralise la liaison du GM-CSF avec son récepteur (Mrinal M. 
Patnaik et al. 2020), le ruxolitinib qui inhibe les kinases JAK (Padron et al. 2017), le 
trametinib qui cible la kinase MEK (Borthakur et al. 2016), le lonafarnib et le tipifarnib 
qui inhibent la farnesyltransférase (Feldman et al. 2008; Asati, Mahapatra, et Bharti 
2017).  

La forte expression du récepteur de l’interleukine 3 (CD123) dans les cellules 
leucémiques mériterait d’être ciblé par exemple avec le SL-401 (Frolova et al. 2014; 
Patnaik et al. 2021). 

A l’heure actuelle, la transplantation de CSH allogénique reste l’unique approche 
curative pour les patients atteints de LMMC (Patnaik et Tefferi 2022). Elle est réalisée 
uniquement chez des personnes âgées de moins de 65 ans avec un fort risque de 
LMMC sévère.  Les rechutes après une greffe restent élevées entre 30-60% et le taux 
de survie à long-terme (5-10 ans) est de seulement 20-40% (Eissa et al. 2011; Park et 
al. 2013; Symeonidis et al. 2015; H. D. Liu et al. 2017; Gagelmann et al. 2021).  

La découverte de nouvelles stratégies thérapeutiques est donc une nécessité.  
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Projets de thèse  
 

Contexte scientifique 

L’organisation des Nations Unies estime que d’ici 2050 le nombre d’individus âgés (65 
ans et plus) doublera dans le monde, passant de 700 millions en 2020 à 1.5 milliards. 
Dans les années à venir les personnes âgées seront plus nombreuses que les 
adolescents et les jeunes adultes (15 à 24 ans).  Cette hausse de l’espérance de vie n’est 
pas forcément synonyme d’une meilleure qualité de vie.  

Le vieillissement altère notamment le fonctionnement du système hématopoïétique, 
entrainant des changements significatifs dans la composition et les fonctions des 
cellules du sang périphérique. Il diminue la réponse immune adaptative et accroît la 
production de cellules myéloïdes et la senescence des cellules stromales induisant une 
inflammation des tissus. Au niveau des CSH, le vieillissement provoque l’accumulation 
de dommages à l’ADN, réduit la capacité de repeuplement à long-terme et induit un 
biais de différenciation vers la lignée myéloïde. Les CSH transmettent les mutations 
acquises à leur descendance, qui sont dans la majorité des cas sans conséquences 
phénotypiques, générant une hématopoïèse clonale. La présence de mutations 
somatiques dans des gènes associés à des maladies hématologiques est fréquente 
chez les individus âgés et « sains ».  Les scientifiques ne savent pas encore si 
l’hématopoïèse clonale est un accompagnement du vieillissement normal ou une 
maladie (Groarke et Young 2019).  Elle est défini pour la plupart comme un état pré-
leucémique ou un état qui favorise l’émergence d’autres maladies comme 
l’athérosclérose. Le vieillissement du tissu hématopoïétique et de son environnement 
favorise l’émergence d’hémopathies myéloïdes. La prévention de ces maladies 
nécessite l’identification des facteurs qui contribuent au vieillissement du tissu 
hématopoïétique et de stratégies susceptibles de contrer cet effet.  

L’hétérochromatine est un état condensé de l’ADN caractérisé par les marques 
épigénétiques suivantes : la méthylation de l’ADN, les marques d’histones H3K9me3, 
H3K9me2 et H3K27me3. La réorganisation de l'hétérochromatine est un changement 
fréquemment signalé dans le vieillissement. Notamment, dans les CSH la perte du 
potentiel de différenciation des lymphocytes B avec l’âge est associée à une diminution 
globale de H3K9me3 (Djeghloul et al. 2016).  En plus de son rôle dans la régulation de 
l'expression génique, l’hétérochromatine est impliquée dans la répression des RE.  
Représentant 40 à 50% du génome humain, les RE génèrent depuis peu un attrait 
grandissant pour leur importante contribution dans la régulation du transcriptome et 
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leur implication dans l'évolution de la régulation de la réponse immunitaire. 
Néanmoins, très peu d'articles évoquent leur expression et leur impact sur le 
transcriptome et la fonction des CSH. L’équipe a récemment montré que les CSH de 
souris expriment des niveaux élevés de RE (L1 et ERV) qui peuvent se mobiliser et 
altérer leur fonction de reconstitution dans le cadre d’un vieillissement prématuré 
induit par l’irradiation (Barbieri et al. 2018). Chez l’Homme, comme chez la souris la 
diminution globale de la marque H3K9me3 des CSH avec l’âge est associée à une 
expression accrue de nombreux RE (Djeghloul et al. 2016). Ces résultats suggèrent 
qu’une dérégulation des mécanismes contrôlant l’expression des RE dans les CSH 
pourrait participer à leur changement fonctionnel.  
 
Dans la leucémie myélomonocytaire chronique (LMMC), malgré l’identification d’une 
quarantaine de gènes mutés de façon récurrente, aucun n’est spécifique de cette 
maladie.  Certaines mutations participent au phénotype hématologique de la LMMC.  
Par exemple la présence de mutations dans le gène RUNX1 est souvent associée à un 
caractère thrombopénique de la maladie. Les mutations dans le gène NRAS confèrent 
un fort risque aux patients de transformer en LAM (M. W. N. Deininger, Tyner, et Solary 
2017). Néanmoins le génotype des patients ne peut à lui-seul rendre compte de 
l’hétérogénéité clinique de la maladie, influencé par d’autres paramètres. Des 
altérations épigénétiques pourraient expliquer la variabilité phénotypique et fonctionnelle 
de cette pathologie. Bien que la LMMC soit une maladie du vieillissement, il n’existe pas 
d’études de l’hétérochromatine dans cette pathologie 

Même si les RE jouent un rôle dans le développement des tumeurs en induisant une 
instabilité génomique et des altérations du transcriptome, ils sont également leur talon 
d’Achille. En effet, la réactivation massive des RE (par exemple induite par les HMA), 
conduit à la production d’IFN-I et une réponse immune anti-tumorale (Roulois et al. 
2015; Chiappinelli et al. 2015). Le gain de marques d’hétérochromatine au niveau des 
RE peut bloquer cette action (M. Liu et al. 2018).  

Bien que les HMA soient efficaces chez 40% des patients, on ne connait pas les 
mécanismes moléculaires déclenchés par ces traitements dans la LMMC. Même si 
certaines caractéristiques génétiques sont corrélées à la réponse (TET2 muté, ASXL1 
sauvage) ou à l’échec des HMA (AXSL1 muté), elles ne suffisent pas à prédire la réponse 
à ces traitements chez tous les patients (Guerra et al. 2020). Par ailleurs, bien que ces 
molécules restaurent une hématopoïèse équilibrée chez certains patients grâce à leur 
effet épigénétique, elles ne parviennent pas à réduire la charge allélique des mutations, 
à empêcher l’évolution génétique du clone  et  la transformation en LAM (Merlevede 
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et al. 2016). Le clone muté est toujours présent. Ces résultats mettent évidence 
l’importance des altérations épigénétiques dans l’expression clinico-biologique 
de la maladie et la nécessité d’identifier d’autres stratégies thérapeutiques pour 
éliminer le clone muté.  

Lorsque j’ai débuté ce travail, une étude suggérait le rôle de l’immunité dans la réponse 
aux HMA. Cependant cette étude avait été réalisée sur une petite cohorte non 
homogène de patients atteints de SMD et de LMMC (Unnikrishnan et al. 2017). Il 
n’existait pas d’étude sur le rôle potentiel des RE dans la réponse thérapeutique aux 
HMA dans une cohorte homogène de patients LMMC au diagnostic.  

Au cours de ma thèse j’ai : 

 Participé à une étude analysant les mécanismes moléculaires impliqués dans la 
dérépression des sous-familles des éléments L1 de la souris lors d’un stress dû 
à l’irradiation (mimant un vieillissement prématuré) dans les CSH et leur effet de 
leur dérépression sur le transcriptome et la fonction des CSH (publiée en 
seconde auteure : Pelinski et al. 2022) 
  

 Etudié l’état de l’hétérochromatine dans les CSH de patients LMMC et les effets 
d’une combinaison d’inhibiteurs de la méthylation de l’ADN et des histones sur 
la réponse immunitaire et l’éradication du clone leucémique (article en 
préparation).  
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Partie 1 : Article publié 

The NF-κB pathway regulates heterochromatin at 
intronic young LINE-1 elements and hematopoietic 
stem cell gene expression during irradiation stress  
 

Yanis Pelinski1, Donia Hidaoui1, Anne Stolz1, François Hermetet1, Rabie Chelbi1, 
M’boyba Khadija Diop2, Amir M. Chioukh1, and Françoise Porteu1 and Emilie Elvira-
Matelot1 
 

(1) INSERM U1287, Université Paris-Saclay, Gustave Roussy Cancer Center, Villejuif, 
France 

(2) Bioinformatics Plateform UMS AMMICa INSERM US23/CNRS 3655, Gustave 
Roussy Cancer Center, Villejuif, France 

 

Résumé de l’article 

La radiothérapie utilisée dans un contexte médical permet de détruire des cellules 
cancéreuses par des rayonnements en les empêchant de se diviser. Un des problèmes 
majeurs de ce type de thérapie est qu’elle ne cible pas uniquement les cellules 
cancéreuses mais aussi les cellules environnantes. Le système hématopoïétique est 
extrêmement sensible au stress dû à l'irradiation. Un des exemples le prouvant est celui 
des bombes atomiques d’Hiroshima et de Nagasaki. 50 ans après l’exposition à 
l’irradiation, les survivants de ces bombes présentent encore des altérations 
hématopoïétiques. Cette observation sous-entend que les CSH sont les principales 
cibles de l’irradiation. La capacité des CSH à garder en mémoire l’effet de l’irradiation 
sur le long terme suggère la contribution de l’épigénétique dans ce phénomène.  

En 2018, l’équipe a rapporté que l’irradiation induit une augmentation de l’expression 
des jeunes éléments LINE-1 (Barbieri et al. 2018). Néanmoins les mécanismes 
moléculaires responsables de la dérépression de ces éléments L1 induite par 
l’irradiation et leur impact sur le transcriptome restent à étudier. Dans cet article auquel 
j’ai participé et sur lequel je suis seconde auteure, nous révélons pour la première fois 
que l'irradiation altère directement l'épigénétique des CSH, en causant une diminution 
importante à l'échelle génomique d’une marque répressive de l’hétérochromatine 
H3K9me3, révélant ainsi pourquoi les effets des radiations sur l’hématopoïèse sont 
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observés de nombreuses années après l’irradiation. Nous mettons également en 
évidence qu'une partie des altérations transcriptomiques observées dans les CSH lors 
de l'irradiation, notamment la perte de la signature CSH, n'est étonnamment pas due 
à des changements de H3K9me3 au niveau des promoteurs de gènes, mais est plutôt 
associée à la dérépression d'un ensemble particulier de RE LINE-1 récents introniques 
abritant des sites de liaison NF-κB. Le traitement par le TNF-α, une cytokine pro-
inflammatoire, restaure la fonction des CSH après l’irradiation en évitant la perte de 
l’expression du répresseur NFKB1 (P50/P50) et ainsi la dérépression spécifique des 
éléments L1 abritant des sites de liaisons NF-κB dans les introns des gènes de CSH. 
Notre étude suggère une nouvelle voie TNF-α/NF-κB/LINE-1 impliquée dans le 
contrôle des gènes des CSH en cas de stress dû à l'irradiation. Ils corroborent les liens 
causaux entre les RE et les gènes immunitaires, ainsi que leur coévolution.  

Au final, nos données apportent de nouvelles informations essentielles sur les réponses 
au stress des CSH.  L'exploration des mécanismes contrôlant les réseaux de régulation 
des RE et comment les signaux inflammatoires les influencent peut également avoir 
des implications cliniques.    
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Partie 2 : Article en preparation  

Heterochromatin changes in HSCs from CMML 
patients confer sensitivity to the combination of 
G9A/GLP inhibitors and DNA hypomethylating 
agents via derepression of retroelement 
 

Donia Hidaoui1, Karima Naciri1, Vincent Alcazer2, Rabie Chelbi1, Margot Morabito1, 
Nathalie Droin1, Aline Reneville1, Stephane Depil2, Emilie Elvira-Matelot1, Eric Solary1 
and Françoise Porteu1  
 

(1) INSERM U1287, Université Paris-Saclay, Gustave Roussy Cancer Center, Villejuif, 
France,  

(2) Department TERI, Centre de Recherche en Cancérologie de Lyon, Lyon, France 
 

Résumé : 

La leucémie myélomonocytaire chronique (LMMC) est une maladie clonale de la cellule 
souche hématopoïétique (CSH) qui touche les personnes âgées. L'hétérochromatine, 
caractérisée par la méthylation de l'ADN et les marques H3K9me3, H3K9me2 et 
H3K27me3, est impliquée dans la répression des gènes et des rétroéléments (RE). Les 
RE jouent un rôle dans le développement des tumeurs en induisant une instabilité 
génomique et en modulant l'expression des gènes mais ils peuvent aussi être leur talon 
d'Achille. En effet, la production massive de REs déclenche un état de " mimétisme 
viral" conduisant à l'induction d’une réponse interféron (IFN) et fournit des antigènes 
immunogènes associés à la tumeur. Les agents hypométhylants de l'ADN (HMA) sont 
efficaces chez environ 40% des patients atteints de LMMC. Cependant, la réponse est 
toujours transitoire, masquant temporairement le phénotype des CSH malignes sans 
les éradiquer.  

L’objectif est de tester l'hypothèse selon laquelle les CSH de la LMMC pourraient 
présenter des altérations de l'hétérochromatine qui limitent l'expression de RE, leur 
permettant d'échapper au système immunitaire et conduisant à une résistance aux 
HMA. 
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Nous avons observé que les CSH et progéniteurs (CSPH, CD34+) de patients atteints 
de LMMC ont un remaniement de l’hétérochromatine, caractérisée par une hausse de 
H3K9me2 et de G9A/GLP, les enzymes responsables du dépôt de cette marque et une 
baisse de H3K9me3 en comparaison à des sujets sains de même âge. Nous avons 
montré une ouverture de la chromatine au niveau des éléments répétées non 
transposables dans les CSPH de patients LMMC, pouvant être expliquée par la baisse 
de H3K9me3. De plus les séquences répétées transposables ont été très peu accessibles 
dans les CSPH de patients LMMC ; ce qui pourrait être due à la hausse de H3K9me2 
qui compenserait en partie la perte de H3K9me3 au niveau de ces séquences. 

Le traitement par la combinaison HMA et inhibiteurs de H3K9 di-méthyltransférase a 
induit une ouverture de la chromatine et une augmentation de l’expression des RE, en 
particulier des ERV. Des études fonctionnelles ont mis en évidence que le double 
traitement entraine une réduction de la clonogénicité, de la survie et de la prolifération 
des CSH (CD34+CD38-CD90+) et des progéniteurs (CD34+CD38-CD90-) des patients 
LMMC tandis que le traitement HMA seul cible davantage les progéniteurs. Ces 
traitements n'ont eu aucun effet sur les cellules saines âgées. L'étude des mutations 
présentes dans les colonies formées à partir de CSPH qui n’ont pas été éliminés par les 
traitements après 14 jours de culture a montré que le double traitement a réduit, voire 
éradiqué les clones de LMMC mutés in vitro. Nous avons mis en évidence que la 
combinaison a généré une surproduction d’ARN-db et une activation de la 
signalisation IFN-I, caractérisée par une hausse du niveau de IRF3, IRF7, STAT1 et de sa 
forme phosphorylée pSTAT1. Le blocage du récepteur à l’IFN-I a restauré la capacité 
clonogénique des CSPH de patients LMMC en présence du double traitement, 
prouvant l’implication de la réponse antivirale et de l’IFN produit par les cellules 
tumorales dans l’efficacité du traitement.  

De même, les CSH de souris Tet2-/- qui développent une maladie semblable à la LMMC 
avec l’âge ont présenté des niveaux accrus de H3K9me2 par rapport aux CSH de type 
sauvage et aux CSH Tet2-/- jeunes et une sensibilité sélective à la combinaison in vitro 
et in vivo.  

En conclusion, nos résultats ont démontré que le ciblage de H3K9me2 a amélioré 
l'efficacité des HMA via l'induction des ERV, de l'IFN et d'une réponse immunitaire 
innée, ce qui laisse espérer de nouveaux traitements pour cette maladie handicapante 
et difficile à traiter. 
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Matériel et méthodes (partie 2) 
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Collecte des échantillons de donneurs sains et de patients 

L’étude a été réalisée sur des patients ayant reçu un diagnostic de LMMC selon 
les critères de l’OMS et n’ayant pas encore eu de traitement (en inclusion) [Tableau S1]. 
Les échantillons de patients ont été obtenus dans le cadre d’un bilan médullaire de la 
maladie effectuée dans un service d’hématologie rattaché au Groupe Francophone des 
Myélodysplasies (GFM). La LMMC étant une pathologie du sujet âgé (âge médian 72 
ans), des donneurs sains de même âge ont été utilisés comme contrôle [Tableau S1]. 
Ces échantillons contrôles ont été obtenus à partir de têtes fémorales provenant 
d’individus ayant subis une intervention chirurgicale dans le but de traiter une arthrose 
mécanique grâce à la collaboration avec Dr Juliette RAFFIN (Banque de tissus osseux, 
Hôpital Cochin). Les échantillons ont été collectés de manière séquentielle et 
directement utilisés à leur arrivée. Le consentement éclairé de tous les donneurs a été 
obtenu et en accord avec la déclaration d’Helsinki.  

Isolement, stockage et mise en culture des CSPHs humaines 

Les échantillons de patients ont été collectés par ponction médullaire avec 
aspiration sur EDTA.  Les cellules de la moelle osseuse des sujets sains âgés ont été 
obtenues en réalisant un flush de solution saline (PBS 1X, Gibco) au sein de la tête 
fémorale. Après avoir effectué un lavage avec du PBS 1X, les cellules ont été mises en 
suspension dans du PBS 1X et filtrées (70 µM). Les CSPH ont été obtenues à partir de 
cellules mononuclées médullaires triées sur un gradient de Ficoll (Pancoll, PAN-Biotech) 
et isolées par un tri cellulaire magnétique positif réalisé sur l’expression du marqueur 
CD34 en suivant les instructions du fabricant (CD34 MicroBead Kit, AutoMACS Pro 
Separator, Miltenyi Biotec). L’évaluation de l’enrichissement et le tri cellulaire des CD34+, 
CD34+CD38- /+, CD34+CD38-CD90-/+ a été effectuée par le cytomètre analyseur-trieur 
Influx, ARIA II ou ARIA Fusion (BD). 

Immédiatement après isolation, les cellules CD34+ ont été congelées sous forme 
de culots secs ou dans du trizol afin d’extraire ultérieurement, protéines et ARN, 
respectivement. Les cellules ont été également fixées et cytospinées sur lame pour être 
utilisées dans des expériences d’immunofluorescence.  

Les cellules CD34+, CD34+CD38- /+, CD34+CD38-CD90-/+ ont été mises en culture 
liquide à 200 000 cellules/ml ou à l’échelle unicellulaire dans un milieu IMDM (Gibco) 
complété avec 25% de BIT9500 (StemCell Technologies), 1% de 
pénicilline/streptomycine (P/S), contenant les cytokines suivantes : FTL3-L (FTL3-Ligand 
; 100ng/μL), TPO (thrombopoietin ; 100ng/μL), SCF (stem cell factor ; 60ng/μL) et IL3 
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(interleukin 3 ; 10ng/μL), à 37°C, 20% O2, 5% CO2. Toutes les cytokines proviennent de 
Miltenyi Biotec. Le nombre de cellules a été évalué à différents temps de culture.  

CD34+ (300 cellules/puit), 100 CD34+CD38-/+ (100 cellules/puit), CD34+CD38-

CD90-/+ (100 cellules/puit), ont été également mises en culture en duplicat en 
méthylcellulose H4230 (StemCell), supplémentée avec 1% de P/S (ThermoFischer 
Scientific), FLT3-L (25ng/µL), TPO (25ng/µL), SCF (60ng/µL), IL3 (10ng/mL), EPO (2 
unités), GM-CSF (10ng/mL) dans une plaque 24 puits. Les colonies ont été comptées 
après 14 jours de culture, récoltées dans du PBS, puis remises en culture en 
méthylcellulose à 5000 cellules/puit dans une plaque 24 puits. Ce processus a été 
répété au total deux fois.  

Modèle de souris 

Toutes les souris ont été hébergées dans un environnement exempt d’agents 
pathogènes avec une température ambiante (21 ± 1°C) et un taux d’humidité (20-70%), 
un accès libre à l’eau et à la nourriture, conformément aux lois françaises. Toutes les 
procédures ont été examinées et approuvées par le Comité de protection des animaux 
(2022 011 35147). 

Les souris utilisées ont été des souris C57Bl/6 de type sauvage (WT) ou présentant 
une délétion homozygote constitutionnelle de Tet2 (souris Tet2-/-) (Quivoron et al. 
2011). Deux tranches d’âges ont été étudiées : les souris jeunes de 2 mois et les souris 
âgées de 8-10 mois. 

Mise en culture des CSPH murines  

La moelle osseuse a été récupérée à partir des os iliaques, tibias et fémurs. La 
déplétion de la moelle osseuse en cellules hématopoïétiques matures a été effectuée 
en utilisant le kit mouse hematopoietic progenitor (stem) cell enrichment set (BD). Les 
cellules Lin- ont été isolées par un tri magnétique et conservées pendant une nuit à 4°C 
dans un milieu IMDM complété par 10% de sérum de veau fœtal (SVF, HyClone) et 1% 
P/S. Le marquage des cellules Lin- a été effectuée avec les anticorps cités dans le 
tableau 1 pendant 20 min à température ambiante.  

Anticorps Fluorochrome Clone Référence (BD) 
CD3ε (Lin) APC 145-2C11 553066 

TER-119 (Lin) APC Ter-119 557909 
CD45R/B220 (Lin) APC RA3-6B2 553092 

Ly6G-6C (Lin) APC RB6-8C5 553129 
Ly-6A/E (Sca-1) PeCy7 d7 558162 
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CD117 (c-Kit) PE 2B8 553355 
CD34 FITC RAM34 560238 

CD135 (Flk2) BV421 A2F10.1 562898 
Tableau 1. Marquage des cellules Lin- murines  

Les cellules Lin- et Lin-Sca+Kit+ (LSK ou CSPH) ont été mises en culture liquide dans 
du Stem Span (SFEM, StemCell) complété de 1% P/S, FLT3-L (100ng/ml), IL-3 (10ng/ml), 
IL-6 (10ng/ml), SCF (100ng/ml), TPO (50ng/mL).   

Elles ont été également mises en culture dans la méthylcellulose contenant des 
cytokines (GF M3434, StemCell). Les colonies ont été comptées après 7 jours de culture, 
récoltées dans du PBS, puis remises en culture en méthylcellulose en duplicat à 5000 
cellules/puit dans une plaque de 24 puits.  

Traitements avec les inhibiteurs  

Pour les cultures in vitro, les cellules humaines CD34+, CD34+CD38-/+, 
CD34+CD38-CD90-/+ et murines Lin- ou LSK sont mises en culture pendant deux jours 
en présence ou absence d’un agent hypométhylant (HMA) (la décitabine DAC à 10 nM, 
ou bien la 5-Azacytidine à 500 nM). Puis elles sont incubées en présence ou absence 
d’un inhibiteur des enzymes G9A/GLP (UNC0638 à 1 μM ou bien UNC0642 à 2 nM) 
(Vedadi et al. 2011; F. Liu et al. 2013) [Figure 1]. En parallèle, d’autres cellules sont 
traitées ou non au premier jour et 48h après avec le CM-272 (200 nM), un inhibiteur 
double action (des DNMTs et de G9A/GLP).Une évaluation du pourcentage des 
différentes populations LK (Lin- Kit+, progéniteurs myéloïdes), LSK (Lin- Sca+ Kit+, CSH 
et progéniteurs multipotents), CSH (LSK CD34- Flk2-) au sein des cellules vivantes a été 
effectuée par cytométrie en flux après 8 jours de culture liquide des cellules murines 
Lin-. 
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Figure 1.  Prélèvements des cultures liquides de CD34+ de patients et/ou de sujets sains 
dans les différentes conditions de traitements (NT, UNC0638, DAC, DAC+UNC0638).  
 Les cellules CD34+ humaines de patients ont été incubées pendant 2 jours en présence ou 
absence de DAC (10nM), puis incubées en présence et en absence de l’UNC0638 (1µM) et 
gardées en milieu liquide pendant 14 jours pour effectuer des expériences de fréquence 
allélique (VAF). Des prélèvements de cellules ont été faits après 4 jours de cultures pour 
réaliser diverses expériences :  de la quantification globale du niveau de méthylation de 
l’ADN, des ATAC-seq, des RNA-seq, des RT-qPCR et de l’immunofluorescence (ARN-db, IRF7, 
IRF3, phospho-STAT1). 

 

Pour les traitements in vivo, les souris Tet2-/- murines âgées de 8-10 mois sont traitées 
avec le diluant (5% DMSO, PBS) ou au CM-272 (2.5 mg/ kg) en intrapéritonéale, 3 fois 
par semaine, pendant 7 semaines.  Des prélèvements sanguins et médullaires sont 
effectués une semaine après l’arrêt du traitement. 

Détermination de la fréquence allélique dans les colonies (VAF, variant allele 
frequency) 

La VAF a été analysée après traitement in vitro chez 4 patients présentant des 
mutations avec des VAF supérieures ou égales à 30%.  Le séquençage complet de 
l’exome (WES, whole exome sequencing) a été réalisé sur les monocytes des patients au 
moment du prélèvement (Merlevede et al. 2016) [Tableau 2.].  
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Patient 1 Patient 2 Patient 3 Patient 4 
RUNX1 

NM_001001890.2 
exon 2 c.341C>T : 
p.Ser114Leu (61%) 

 

TET2 
NM_001127208.2 

exon 9 c.4139A>G : 
p.His1380Arg (37%) 

TET2 
NM_001127208.2 

exon 9 c.4140T>A : 
p.His1380Gln (44%) 

 

KRAS 
c.G35A: p.G12D 

(30%) 

TET2 
NM_001127208.2 

exon 8 c.4012A>T : 
p.Lys1338*, nonsense 

mutation, (54%) 

TET2  
NM_001127208.2 

exon 3 c.2756dupA : 
p.Tyr919* (43%) 

 

  

 

DNMT3A 
NM_022552.4 exon 8   

c.1014+1delG :  
splice_donor_variant 

(34%) 

  

Tableau 2.  Les mutations identifiées avec une VAF supérieure à 30% dans les 
monocytes de patients 

Les cellules CD34+ de patients mises en culture à l’échelle unicellulaire pendant 
14 jours en présence ou non de DAC et/ou de l’UNC0638 ont été conservées au -80°C 
en culots secs. Les colonies issues d’une cellule au départ ont été lysées avec une 
solution contenant de la protéinase K (0.1 mg/mL, Fisher Scientific), 2% Tween-20 
(Sigma) et incubés pendant 1h à 65 °C suivi de 15 min à 95°C.  

A partir des résultats de WES [Tableau 2], des amorces des régions mutées ont 
été générées afin de les amplifier dans les échantillons à tester et de déterminer si les 
traitements permettent de réduire la fréquence de la mutation [Tableau 3.].  

 Amorce sens Amorce anti-sens 
RUNX1-S114L 

(Patient 1) 
CTATTGTTGGATCATATTCGTCC GCATAGTTTTGACAGATAACG 

TET2-K1338X 
(Patient 1) 

CTAACTGATAGTCTCTTTTACATAGAG GTAACAAGTAAGTTGTTACAATTGC 

TET2-H1380R 
(Patient 2) 

CAGATTGAATATGAACACAGAGC CAGACTCAACAGCTGCTAAGC 

TET2-Y919X 
(Patient 2) 

CAGGAGCAGAAGTCACAACAAGC GCAGCATGCTTTTGAGTGTCCTTC 

DNMT3A 
c.1014+1 delG 

(Patient 2) 

GCATTGTGTCTTGGTGGATG CATCACCCCAATTCCAGACTG 
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TET2-H1380Q 
(Patient 3) 

CAGATTGAATATGAACACAGAGC CAGACTCAACAGCTGCTAAGC 

KRAS-G12D 
(Patient 4) 

GTGTGCATGTTCTAATATAGTC CTATTGTTGGATCATATTCGTCC 

Tableau 3. Liste des amorces utilisés pour étudier la VAF des patients 

Il a été testé 8 à 12 clones par condition.  L’amplification de la région à étudier a 
été effectuée par PCR en utilisant le kit Q5 High-Fidelity DNA polymerase (New England 
BioLabs) et en suivant les recommandations du fabricant. La vérification de la 
production d’un amplicon de bonne taille a été effectuée en migrant l’échantillon 
d’ADN amplifiée sur un gel d’agarose à 1.8%. L’échantillon d’ADN amplifiée a été 
séquencé par Sanger chez Eurofins Genomics (Ebersberg, Germany).   

Quantification globale de la méthylation de l’ADN : 

La lyse cellulaire et l’extraction de l’ADN génomique des culots secs de cellules 
mises en culture pendant 4 jours en présence ou non de DAC et/ou d’UNC0638 ont 
été réalisées avec le kit NucleoSpin Tissu XS (Macherey-Nagel). La qualité et la quantité 
d’ADN génomique a été mesurée par le nanoDrop (ND-1000, Marshall Scientific). La 
méthylation globale de l’ADN a été étudiée en utilisant le kit global DNA methylation 
Assay – LINE-1 (Active Motif). Les ADN génomiques ont été digérés par l’enzyme MseI 
pour générer des fragments appropriés et s’hybrider à des séquences consensus de L1 
humain biotinylées. Les fragments d’ADN hybridés ont été immobilisés sur une plaque 
de 96 puits.  Les cytosines méthylées ont été identifiées en utilisant un anticorps 
primaire anti 5-mC, un anticorps secondaire conjuguée à la HRP et un réactif de 
détection colorimétrique. La lecture de l’absorbance de tous les échantillons testés en 
duplicats a été réalisée à 450 nM par le spectrophotomètre (PerkinElmer). En parallèle, 
une gamme étalon a été effectuée avec des fragments d’éléments L1 standards ayant 
10 résidus CpG et dont le niveau de méthylation est connu (allant de 100 % lorsque 
tous les résidus sont méthylés à 0 % lorsqu’aucun des résidus est méthylé). Puis une 
courbe standard a été générée à partir de la gamme étalon permettant ainsi la 
quantification de la méthylation de l’ADN. 

Purification des ARN et RT- PCR quantitative 

50 000 - 150 000 cellules ont été lysées dans la solution Tri-Reagent (Zymo 
Research) et conservées à -80°C jusqu’à utilisation. Les ARN totaux ont été extraits en 
utilisant le kit Direct-Zol RNA microprep (Zymo research). La qualité des ARNs a été 
mesurée sur une puce bioanalyzer pour vérifier l’absence d’ADN génomique 
contaminant (Agilent).  Les ARN ont été rétro-transcrits avec le kit EZ DNAse VILO IV 
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(Invitrogen). 1.25 µL d’ADNc a été pré-amplifié pour 15-18 cycles dans une réaction 
multiplex utilisant la solution Preamp Master-Mix (ref. 100-5580, Fluidigm) et le 
mélange des amorces (200 µM de chaque amorce). Les amorces qui ont été choisies 
se fixent sur des exons différents de façon à minimiser l’amplification d’ADN 
génomique [Tableau 4]. De plus, elles ont été analysées au préalable sur MFE3.0 PCR 
Primer Quality Control pour éliminer le risque de dimérisation des amorces ou la 
formation d’épingle à cheveux (K. Wang et al. 2019). La PCR quantitative (qPCR) a été 
réalisée en utilisant du LUNA Universal qPCR Master Mix (New England Biolabs) sur la 
machine 7500 real-time PCR (Applied Biosystems). Les données ont été normalisées 
avec la moyenne d’expression des gènes de ménages (HPRT, Tubuline, Gus PPIA et/ou 
RPL32).  

 Amorce sens Amorce anti-sens 
EHMT2 GGCCCCCTGAAATACAGCAT TCGTCAGGGTCACTTCACCT 
EHMT1 GTGTGAAAACCGAGCTGCTG TCCTGCCTGTTTCTCTGCTG 

SUV39H1 CCGCCTACTATGGCAACATCTC CTTGTGGCAAAGAAAGCGATGCG 
ERVL ATATCCTGCCTGGATGGGGT GAGCTTCTTAGTCCTCCTGTGT 

ERVLB4 CAGTCAGCCTCTTTCCCCAG TGTTGCTGAGCCCATGCATA 
MER4D0 TCCGGAGAGTCTGACACCTT CCAGGTAGCAGGCTTCAGAG 

ERVH CCCTGTCCTCCTGCTCTTTG TGGTGAGATGTTCCTTGGGC 
ALUYH9 CGCCTGTAATCCCAGCACTT GCCAGGATGGTCTCGATCTC 
IFNB1 AAACTCATGAGCAGTCTGCA AGGAGATCTTCAGTTTCGGAGG 
IRF7 CGAGACGAAACTTCCCGTCC GCTGCCTCGGTATGGATCTC 
SPOP TGAAGCCAGAGAGCGGTATGC GATTGCTTCAGGCGTTTGCGTG 
GUS GAAAATATGTGGTTGGAGAGCTCATT CCGAGTGAAGATCCCCTTTTTA 
HPRT GGACAGGACTGAACGTCTTGC CTTGAGCACACAGAGGGCTACA 

TUBULINE TCCAGATTGGCAATGCCTG GGCCATCGGGCTGGAT 
PPIA GTCGACGGCGAGCCC TCTTTGGGACCTTGTCTGCAA 

RPL32 TGTCCTGAATGTGGTCACCTG CTGCAGTCTCCTTGCACACCT 
Tableau 4. Listes des amorces utilisées pour les expériences de RT-qPCR 

Immunofluorescence  

5000 cellules CSHP humains et murins ont été fixées avec du paraformaldéhyde 
(PFA) à 4% pendant 10 min à température ambiante (RT) et centrifugées (Tharmac) sur 
des lames poly-L-Lysine (Fisher Scientific). L’immunofluorescence a été réalisée comme 
décrite précédemment (Pawlikowska et al. 2010). Les anticorps primaires utilisés sont 
les suivants : G9A, GLP, IRF3, IRF7, J2 (ARN-db), H3K9me2, H3K9me3, SPOP1, STAT1, 
pSTAT1 (la forme phosphorylée de STAT1), SUV39H1 [Tableau 5]. La détection a été 
effectuée en utilisant l’anticorps secondaire anti-lapin couplé à l’Alexa-Fluor 488 ou 
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l’anti-souris couplé à l’Alexa-Fluor-555 [Tableau 5]. Toutes les lames ont été visualisées 
au microscope confocal TCS SPE (Leica). Les images ont été analysées et les intensités 
de fluorescence calculées (dans au moins 50 cellules) avec le logiciel ImageJ. 

Référence Type 
anticorps 

Anti Hôte Dilution Fluorochrome 

GTX129153 
(GeneTex) 

Primaire G9A Lapin 1/200  

HPA060022  
(Altas antibody) 

Primaire GLP Lapin  1/200  

TA311894 
(Origen) 

Primaire IRF3 Lapin 1/100  

HPA052757 
(Sigma-Aldrich) 

Primaire IRF7 Lapin 1/200  

MABE1134-J2 
(Millipore) 

Primaire ARN-db Souris 1/150  

39239 
(Active Motif) 

Primaire H3K9me2 Lapin 1/500  

8898  
(abcam) 

Primaire H3K9me3 Lapin 1/1000  

16750-1-AP 
(Proteintech) 

Primaire SPOP1 Lapin 1/50  

14994 
(Cell Signaling) 

Primaire STAT1 Lapin 1/400  

9167 
(Cell Signaling) 

Primaire pSTAT1 
(Tyr701) 

Lapin  1/400  

8729 
(Cell Signaling) 

Primaire SUV39H1 Lapin 1/200  

A11008 
(ThermoFisher 

Scientific) 

Secondaire  Lapin Chèvre 1/600 AlexaFluor 488 

A21425 
(ThermoFisher 

Scientific) 

Secondaire Souris Chèvre 1/600 AlexaFluor 555 

Tableau 5. Les anticorps utilisés pour les expériences d’immunofluorescence. 
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Western-Blot  

Les culots secs de 10 000 CSHP conservés à -80°C ont été resuspendus dans le 
tampon de lyse Laemmli sample buffer (ref. 1610747, bioRad®), et incubés à 95°C 
pendant 10 min. Les extraits protéiques dénaturés ont été séparés sur gel 15% de 
polyacrylamide-SDS et transférés sur une membrane de nitrocellulose (ThermoFischer 
Scientific). Les membranes ont été saturées en utilisant une solution de BSA 5%, 0.1% 
Tween-20 (Sigma-Aldrich) pendant 30 min sous agitation à température ambiante et 
incubées toute la nuit à 4°C avec les anticorps primaires anti-H3, anti-H3K9me2 et anti-
H3K9me3 [Tableau 6]. Puis elles ont été lavées dans du PBS-0.1% Tween-20, incubées 
en présence d’anticorps secondaires couplé à HRP durant 1h à RT, sur agitateur 
[Tableau 6]. Après 3 lavages successifs de 15 min en PBS 1X-Tween 0.1%, la membrane 
a été révélée par chimiluminescence à l’aide du réactif d’ECL (Enhanced 
ChemiLuminescence, ThermoFischer Scientific™ SuperSignal™ West Pico) et les images 
visualisées avec le système iBright 1500 Western Blot imaging machine (Invitrogen). 

 
Référence Type 

anticorps 
Anti Hôte Dilution Fluorochrome 

18521 
(abcam) 

Primaire H3 Lapin 1/5000  

39239 
(Active Motif) 

Primaire H3K9me2 Lapin 1/2000  

8898 
(abcam) 

Primaire H3K9me3 Lapin  1/2000  

31460 
(ThermoFisher 

Scientific) 

Secondaire Lapin Chèvre 1/2000 HRP 

Tableau 6. Les anticorps utilisés pour les expériences de Western Blot 

Analyses statistiques : 

Les résultats ont été évalués statistiquement par des tests one-way ou two-way 
ANOVA ou un t-test en utilisant le logiciel Prism GraphPad PrismTM version 8.0 
(GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA). Les graphiques présentent la moyenne 
et l’erreur standard de la moyenne (SEM). p<0.05 est considéré comme significatif. Pour 
toutes les figures, *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.001. 
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ATAC-seq 

50 000 cellules CD34+ de contrôles et de patients fraichement isolées ont été 
soumises à des étapes de lyses cellulaires, de transposition et de purification en 
utilisant le kit ATAC-seq (Active Motif), selon les recommandations du fabricant. Les 
fragments d’ADN transposés ont été amplifiés par PCR 10 fois en utilisant des 
adapteurs fournis par le kit. La purification de la PCR a été réalisée en utilisant MinElute 
PCR Purification Kit (Qiagen, 28004) afin d’éliminer les amorces restantes et les grands 
fragments. La quantité et la qualité des librairies ont été évaluées par électrophorèse 
capillaire sur Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies 50567-4626). Le 
séquençage des librairies a été effectué sur le NovaSeq-6000 à Gustave Roussy 
(Illumina ; 50 bp paired-end reads). 

Analyse des données 

La qualité des reads a été évaluée avec Fastqc v0.11.9 et MultiQC (1.10.1). Les reads ont 
été alignés sur le génome de référence hg19 (HRCh37) à l’aide de l’outil Bowtie2 v2.4.1 
en appliquant les paramètres suivants : --end-to-end --very-sensitive --no-mixed --no-
discordant --phred33 -X 2000 -N 1. Les duplicats de PCR sont retirés grâce à Picar 
v2.26.9 en suivant ces caractéristiques : --remove_duplicates true --
validation_stringency Lenient. Le score de qualité des reads est fixé à 0 pour conserver 
tous les reads grâce à SAMtools v1.13 (-q 0).  Les reads alignés ont été triés et indexés 
en utilisant également SAMtools v1.13. La couverture des reads (bigwig) a été générée 
à l’aide de deeptools v3.5.0 (bs 5 --normalizeUsing BPM).  L’enrichissement des régions 
du génome a été effectué par la méthode du peak calling grâce à Macs2 v2.2.7.1 (-g 
hs -f BAMPE). Les analyses statistiques du signal d’ATAC-seq ont été réalisée avec le 
package R Rseb 0.2.0 en utilisant comme entrée une matrice de score calculée par 
computeMarix (deepTool) et en représentant le profil de densité moyenne de toutes 
les conditions avec le SEM.  

RNA-seq  

Les librairies d’ADNc ont été synthétisées à partir de 250 pg d’ARN totaux extraits de 
cellules CD34+ cultivées pendant 4 jours ex vivo en présence ou en absence de DAC, 
d’UNC0638 ou les deux, en veillant à utiliser la même quantité d’ARN dans chaque 
condition pour un patient donné, en utilisant le kit SMARTer Stranded Total RNA-seq 
et selon les recommandations du fabricant (Takara). Le temps de fragmentation a été 
ajusté selon la qualité d’ARN totaux. La quantité et la qualité des librairies ont été 
évaluées sur Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies 50567-4626). Les librairies 
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ont été regroupées et séquencées en (2 x 100bp) sur NovaSeq-6000 à Gustave Roussy 
(Illumina).  

La qualité des reads a été évaluée avec Fastqc v0.11.8, Fastq-screen (Wingett et 
Andrews 2018) v0.13.0 et MultiQC (Ewels et al. 2016) v1.7. 

Analyse des HERVs et des gènes 

L'expression des HERV a été quantifiée en utilisant une approche basée sur les loci, 
comme décrit précédemment (Alcazer et al. 2022). En bref, les reads ont été alignées 
sur le transcriptome personnalisé constitué du transcriptome de référence hg38 avec 
14 968 unités transcriptionnelles HERV compilées à partir des annotations 
RepeatMasker (Bendall et al. 2019) à l'aide de bowtie2 v2.2.1 (Langmead et Salzberg 
2012) en utilisant des paramètres conservant les alignements multiples (-k 100 --very-
sensitive-local --score-min "L,0,1.6"). Les sorties SAM ont été converties en fichiers BAM 
à l'aide de SAMtools v1.4 (H. Li et al. 2009). L'expression des HERV et des gènes a été 
ensuite quantifiée en utilisant respectivement Telescope (Bendall et al. 2019) et HTSeq 
0.12.3 (Anders, Pyl, et Huber 2015). Les comptes bruts ont été concaténés et normalisés 
indépendamment pour chaque ensemble de données à l'aide de DESEQ2 v1.28.0 avec 
une transformation stabilisant la variance (VST) (Love, Huber, et Anders 2014).  

Analyse d'expression différentielle  

L'analyse de l'expression différentielle a été réalisée à l'aide de DESEQ2. Les comptes 
bruts des HERV et des gènes ont été fusionnés et intégrés dans le même objet DESEQ, 
en utilisant l'ID du patient et la condition comme co-variable dans la formule de 
conception pour tenir compte de l'appariement des données (conception = ~ 
patient_id + condition). Pour chaque comparaison, la condition non traitée (NT) a été 
considérée comme la référence. Les variations d’expression ont été réduits avec la 
méthode ASHR (Stephens 2017). Les ARN présentant un changement de log2 > 0,58 
(FDR q-value < 0,05) ont été considérés comme significativement exprimés de manière 
différentielle. 

Analyse gene set enrichment analysis (GSEA) 

L’analyse GSEA a été réalisée à l’aide de Hallmark Gene Sets V7, GO biological 
processes V7 P, Reactome Gene sets V7.  Les graphiques montrent des voies enrichis 
avec un FDR q-value <0.05. 
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Analyse de la variation des ensembles de gènes 

Les signatures de l'interféron (IFN) ont été extraites de la base de données Molecular 
Signatures Database (MSigDb) (Liberzon et al. 2015). Les scores d'enrichissement 
individuels ont été calculés pour chaque patient par l'analyse de la variation de 
l’ensemble de gènes d'un seul échantillon (ssGSVA) (Hänzelmann, Castelo, et Guinney 
2013). Des regroupements hiérarchiques supervisés et non supervisés ont été ensuite 
effectués sur les scores ssGSVA mis à l'échelle à l'aide de l’outil R ComplexeHeatmap 
(Zuguang Gu, Eils, et Schlesner 2016). 
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Tableau supplémentaire (S1) :  

 

Tableau S1. Données des sujets âgés sains et patients. 

 

 

 

 

Paramétres Sujet âgés sains  (n=39) Patients (n=72)
Sexe

Femme 23 (58%) 37 (41%)
Homme 16 (42%) 52 (58%)

ND
Age, médiane (gamme) 68 ans [45-91] 73 ans  [39-90]
Type de CMML, n (%)

LMMC-0 - 33 (46%)
LMMC-1 - 21 (29%)
LMMC-2 - 18 (25%)

Hémogramme 
Leucocytose, médiane en G/L [gamme] - 14.3 [3.1-154]

Hémoglobine, médiane en g/dL [gamme] - 11.8 [4.5-16.6]
Plaquettes, médiane en Gi/L [gamme] - 112 [20-549]

Polynucléaires neutrophiles, médiane en Gi/L [gamme] - 7 [0.65-47.4]
Monocyte, médiane en G/L [gamme] - 2.5 [0.55-29.99]
Monocyte, médiane en % [gamme] - 21 [10-38.6]

Myélogramme
Blaste médullaire, médiane en % [gamme] - 5 |1-19]  

Profil mutationnel (réalisé dans les cellules CD14+)
Patients sans analyse mutationnelle, n (%) - 11 (12%)

AML1 - 8 (11%)
BRCC3 1 (1.4%)
CBL - 8 (11%)

CSF3R - 1 (1.4%)
CTCF - 1 (1.4%)
CUX1 - 5 (7%)

DNMT3A - 5 (7%)
ETNK1 - 1 (1.4%)
ETV6 - 2 (2.6%)
EZH2 - 4 (5.6%)
IDH1 - 2 (2.8%)
IDH2 - 2 (2.8%)

KDM6A - 1 (1.4%)
KIT - 1 (1.4%)

KRAS - 8 (11.1%)
NRAS - 10 (13.9%)
PHF6 - 2 (2.6%)

PTPN11 - 1 (1.4%)
RIT1 - 1 (1.4%)
SF3B1 - 7 (9.7%)
SRSF2 - 28 (38.9%)
TET2 - 45 (62.5%)
TP53 - 1 (1.4%)

U2AF35 - 1 (1.4%)
U2AZF1 - 1 (1.4%)
ZRSR2 - 1 (1.4%)

Cohorte 
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Résultats (partie 2) 
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Les cellules CD34+ de patients atteints de LMMC ont un remaniement de 
l’hétérochromatine. 

Avec le vieillissement, des changements dans la structure de la chromatine et 
notamment une perte globale de l’hétérochromatine, ont été décrits dans les CSH. 
Nous avons montré précédemment que l’expression de SUV39H1 dans les CSH 
diminue avec l’âge, conduisant à une réduction de H3K9me3 (Djeghloul et al. 2016). 
De même, nos résultats récents montrent que l’irradiation qui induit un vieillissement 
prématuré des CSH est associée à une perte de cette marque (Pelinski et al. 2022). La 
LMMC étant une pathologie liée à l’âge, nous avons émis l’hypothèse que les CSH de 
patients LMMC pourraient présenter un remodelage de l’hétérochromatine accentué 
par rapport à des contrôles d’âges similaires. Afin de tester cette hypothèse, des 
expériences d’immunofluorescence et de western blot des marques H3K9me2 et 
H3K9me3 ont été réalisées. Nous avons observé que le niveau global de H3K9me3 est 
significativement diminué dans les CD34+ des 14 patients testés par rapport aux CD34+ 
de 9 sujets sains (Fig. 1 A). Ce résultat est confirmé par western blot chez 5 autres 
patients et contrôles (Fig. 1 B). Bien que le niveau d’expression de SUV39H1 dans les 
cellules CD34+ ne se soit pas avéré différent à l’échelle de l’ARNm (Fig. 1 C), il est 
diminué à l’échelle protéique dans les 5/8 patients (Fig. 1 D). A l’inverse, la marque 
H3K9me2 est significativement augmentée dans les CD34+ de 26/27 patients par 
rapport aux CD34+ de sujets sains (n=16) (Fig. 1 E). Cette hausse de H3K9me2 dans les 
cellules de patients est également confirmée par western blot chez 5 nouveaux patients 
et contrôles âgés (Fig. 1 F). Elle est corrélée à une augmentation de l’expression des 
enzymes H3K9 diméthyl-transférases, G9A (Fig. 1 G) et GLP (Fig. 1 H), notamment au 
niveau des protéines (Fig. 1 I-J).  
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Figure 1. Etude des changements dans les marques de l’hétérochromatine dans 
les cellules CD34+ de patients LMMC. 

(A) Représentation en images et quantification de l’intensité globale moyenne de 
l’immunofluorescence de H3K9me3 dans les cellules CD34+ (contrôles, n=9; patients, n=14) 
rapportée à la moyenne des sujets sains. Moyenne +/- SEM issues de 2 expériences 
indépendantes. (B) Représentation en images et quantification du Western-Blot de H3K9me3 
dans les cellules CD34+(contrôles, n=5; patients, n=5). Chaque point des graphiques 
représente l’intensité globale moyenne de H3K9me3 chez un individu rapporté à la moyenne 
de celle des sujets sains en utilisant le logiciel ImageJ. (C) Niveau d’expression de l’ARNm 
SUV39H1 mesuré par RT-qPCR dans les cellules CD34+(contrôles, n=7; patients, n=14)  
rapporté à la moyenne des contrôles. Les valeurs de Ct sont normalisées à la moyenne des 
gènes de ménages (HPRT, PPIA, Tubuline, Gus et/ou RPL32).  Moyennes +/- SEM issues de 
2 expériences indépendantes. (D) Représentation en images et quantification de l’intensité 
globale moyenne de l’immunofluorescence de SUV39H1 dans les cellules CD34+ (contrôles, 
n=4; patients, n=8), rapporté à la moyenne des sujets sains. (E) Représentation en images et 
quantification de l’intensité globale moyenne de l’immunofluorescence de H3K9me2 dans 
les cellules CD34+ (contrôles, n=16; patients, n=27) rapporté à la moyenne des sujets sains. 
Moyennes +/- SEM issues de 4 expériences indépendantes. (F) Représentation en images et 
quantification du Western-Blot de H3K9me2 dans les cellules CD34+(contrôles, n=5; patients, 
n=5).  (G-H) Niveau d’expression des l’ARNm de (G) EHMT2, (H) EHMT1 mesuré par RT-qPCR 
dans les cellules CD34+(contrôles, n=7; patients, n=14)  rapporté à la moyenne de ceux des 
contrôles. Les valeurs de Ct sont normalisées à la moyenne des gènes de ménages (HPRT, 
PPIA, Tubuline, Gus et/ou RPL32). (I-J) Représentation en images et quantification de 
l’intensité globale moyenne de l’immunofluorescence de (I) G9A et (J) GLP dans les cellules 
CD34+ (contrôles, n=6-9 ; patients, n=9-11) rapporté à la moyenne des sujets sains. La 
quantification des images est réalisée en utilisant le logiciel ImageJ. Echelle : 3 µm. t.test, 
*P<0.05 ; **P<0.01 ; ***p<0.001 ; ****, P<0.0001.  

 

Pour comprendre comment ces modifications inverses des marques 
d’hétérochromatine répressives H3K9me2 et H3K9me3 impactent l’ouverture de la 
chromatine à l’échelle du génome, nous avons réalisé des expériences d’ATAC-seq. Les 
marques H3K9me2 et H3K9me3 étant trouvées essentiellement au niveau des 
séquences répétées, incluant les éléments transposables, nous avons réalisé l’analyse 
sur tous les reads, multiples et uniques. L’analyse différentielle des ATAC-seq de CD34+ 
provenant de 3 sujets âgés sains et de 5 patients a permis de distinguer 3238 régions 
différentielles entre les contrôles et les patients (p<0.05). 48.8% et 51.2% de ces régions 
sont moins et plus accessibles, respectivement, chez les patients. (Fig. 2 A-B). Ces 
régions différentielles se trouvent majoritairement dans les gènes (80%, contre 20% 
dans les séquences répétées) (Fig. 2 C). Dans les régions géniques, les régions 
différentielles ouvertes chez les patients sont enrichies dans les promoteurs, les exons 
et le 5’UTR (Fig. 2 D). Au contraire chez les contrôles ces régions ouvertes sont enrichies 
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dans les introns et les régions intergéniques (Fig. 2 D). Au sein des séquences répétées, 
les régions plus accessibles chez les patients sont enrichies au niveau des séquences 
répétées non transposables (constituant 61% des régions plus ouvertes, et 21% des 
régions plus fermées) (Fig. 2 D). A l’inverse, les régions différentielles de chromatine 
moins accessibles chez les patients se trouvent majoritairement au niveau des rétro-
éléments (RE), SINE, LINE et LTR (représentant 73% des pics différentiels fermés, et 
seulement 36% des pics différentiels ouverts) (Fig. 2 D). Ces résultats suggèrent que les 
changements de chromatine chez les patients se traduisent par une fermeture des 
régions intergéniques et introniques contenant les RE et par une ouverture des régions 
répétées non transposables.  

L’analyse de l’enrichissement des différentes classes d’éléments répétés dans les pics 
ATAC différentiels entre les patients et les contrôles confirme cette hypothèse (Fig. 2 
E-F).  Mis à part les ERV1, les L1 et les Alu, la plupart des familles de RE sont enrichies 
dans les régions différentiellement fermées chez les patients (Fig. 2 F).  

Globalement, ces résultats montrent que la perte de H3K9me3 et le gain de 
H3K9me2 dans les cellules CD34+ de patients LMMC par rapport à celles des sujets 
sains sont corrélés chez les patients par une fermeture des régions intergéniques, 
introniques et de tous les types de RE : LINE, LTR, SINE, et une ouverture au niveau 
des séquences répétées non transposables (satellites, éléments répétés simples). Ils 
sont en accord avec le fait que la marque H3K9me3 est retrouvée dans les régions 
enrichies en  séquences répétées non transposables (Vojvoda Zeljko, Ugarković, et 
Pezer 2021). Bien que H3K9me3 se lie aussi aux éléments transposables, la diminution 
de cette marque répressive ne semble pas augmenter l’accessibilité de la chromatine 
au sein des éléments transposables. Ce résultat suggère que l’augmentation de la 
marque H3K9me2 pourrait en partie compenser la perte de H3K9me3 au niveau des 
RE dans les CD34+ de patients. 
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Figure 2.  Etat de l’hétérochromatine dans les cellules CD34+ de patients atteints 
de LMMC analysé par ATAC-seq.  

(A-B). Analyse différentielle d’expériences d’ATAC-seq de CD34+ (sujet âgés, n=3, CTA51 
CTA52, CTA53; patients LMMC, n=5, 3350, 3353, 3356, 3377, 3393, p<0.05); (A) 
Représentation en volcano plot des régions ouvertes et fermées: l’axe horizontal représente 
le « - log2 fold change » et l’axe vertical le « - log10 (pValue) »; les loci significativement 
augmentés et diminués sont indiqués respectivement en rouge et vert. (B) Représentation 
sous forme de heatmap de l’accessibilité de toutes les régions différentielles ouvertes et 
fermées par individu (à gauche, moyenne de toutes les régions différentielles et à droite, 
niveau d’accessibilité de chacune de ces régions). (C) Répartition dans le génome humain 
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des différents pics annotés différentiels entre les patients et les contrôles (p<0.05). (D) 
Répartition des pics différentiels au sein des gènes et des éléments répétées (p<0.05). (E-F) 
Représentation sous forme de dot plot du médiane fold change de l’accessibilité des loci 
(couleur ; bleu, loci fermés ; rouge, loci ouverts) et du nombre de loci différentiels (taille des 
ronds) par rapport à la classe et à la famille (E) des séquences répétées non transposables et 
(F) des éléments transposables (p<0.05).  

 

La combinaison HMAs et inhibiteurs H3K9 di-méthyltransférase entraine une 
augmentation de l’expression des rétro-élements.  

Les agents hypométhylants de l'ADN (HMA) sont utilisés comme traitements chez les 
patients atteints de LMMC à haut risque.  Des données récentes ont montré que la 
déméthylation de l’ADN par les HMA peut entrainer une libération massive des ERV 
(Chiappinelli et al. 2015; Roulois et al. 2015). La hausse de H3K9me2 dans les CD34+ 
des patients suggère que cette marque pourrait bloquer l’expression des RE dans les 
CSPH des patients LMMC. Son inhibition pourrait favoriser l’effet des HMA.  Afin de 
tester l’hypothèse d’une coopération de la marque H3K9me2 et de la méthylation de 
l’ADN au niveau moléculaire, les cellules CD34+ de patients LMMC et de sujets âgés 
sains ont été traitées par un HMA (DAC, décitabine), puis par un inhibiteur de G9A/GLP 
(UNC0638) (Fig. 3 A). 

Un test ELISA mesurant le taux de méthylation globale de l’ADN à partir du statut de 
méthylation des éléments L1 qui représentent 20% du génome humain et sont riches 
en îlots CpG, a montré qu’après 2 jours de traitement DAC, le niveau de méthylation 
de l’ADN est significativement réduit chez tous les patients testés (5/5), confirmant 
l’efficacité du traitement (Fig. 3 B). Le double traitement DAC+UNC0638 maintient la 
déméthylation de l’ADN après 4 jours de culture tandis que les traitements individuels 
n'altèrent pas le niveau de méthylation de l’ADN (Fig. 3 C). Le niveau de H3K9me2, 
mesuré par des expériences d’immunofluorescence, ne change pas après 2 jours de 
culture en présence de DAC (Fig. 3 D). Le traitement par l’UNC0638 pendant les deux 
derniers jours de cuture réduit drastiquement la quantité de H3K9me2, prouvant le bon 
fonctionnement de cet inhibiteur (Fig. 3 E).   
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Figure 3. Etude de l’accessibilité de la chromatine au niveau des RE après le 
traitement par la combinaison HMA et inhibiteurs H3K9 di-méthyltransférase.   

(A) Protocole de traitement : les cellules CD34+ sont incubées en milieu liquide pendant 2 
jours en présence ou non de HMA (DAC). Puis elles sont plantées en méthylcellulose en 
présence ou absence d’inhibiteurs de H3K9 di-méthyltransferase (UNC0638). (B-C) Mesure 
du niveau de méthylation de l’ADN (% 5meC) après (B) 2 jours et (C) 4 jours de culture liquide 
en présence ou absence (DAC, 10 nM et UNC0638 1μM) (n=5 patients). (D-E). Représentation 
en images et quantification de l’intensité globale moyenne de l’immunofluorescence de 
H3K9me2 après (D) 2 jours et (E) 4 jours de culture liquide rapporté à la moyenne de celle 
obtenue dans la condition sans traitement (n=3 patients). Echelle : 3 µm. La quantification 
des images est réalisée en utilisant le logiciel ImageJ. Moyenne +/- SEM. One-way ANOVA 
Bonferroni’s Multiple Comparison & t.test. **p<0.01;***p<0.001. 

 

L’impact des traitements sur l’accessibilité de la chromatine aux RE a été évalué par 
ATAC-seq. Ces expériences sont effectuées sur des CD34+ provenant de patients LMMC 
après 4 jours de traitements ex vivo dans les 4 conditions de cultures (Fig. 3 F-I). La 
chromatine des CD34+ de patients traités par la combinaison est remaniée avec plus 
de 8800 régions ouvertes (65%) et 4692 régions fermées (35%) en comparaison aux 
cellules n’ayant pas reçu de traitement (Fig. 3 F-G). La répartition de l’intensité médiane 
des loci ATAC différentiels au sein de chaque classe et famille de RE montre que la 
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combinaison a entrainé une ouverture la chromatine au niveau de toutes les familles 
de LTR (excepté les ERVK) et aussi des LINE-1 (L1) (Fig. 3 H). Les effets des traitements 
individuels sur l’accessibilité de la chromatine sur les loci de RE sont en cours étude. En 
ciblant l’étude sur l’état de la chromatine dans les ERV différentiellement dérégulés par 
la combinaison par rapport à l’absence de traitements, nous constatons que les 
traitements individuels (DAC, UNC0638) semblent réduire l’accessibilité de la 
chromatine des loci ouverts en l’absence de traitement et d’augmenter ceux fermés, 
avec un effet plus fort apporté par le DAC seul que par l’UNC0638 seul (Fig. 3 I). La 
combinaison semble accentuer ces remaniements de la chromatine de façon 
synergique (Fig. 3 I). 
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Figure 3 suite. Etude de l’accessibilité de la chromatine au niveau des RE après 
le traitement par la combinaison HMA et inhibiteurs H3K9 di-
méthyltransférase.   
(F-H) Analyse différentielle d’expériences d’ATAC-seq de CD34+ (n=4 patients LMMC, 3606, 
3613, 3616, 3641, p<0.05). (F) Représentation des régions ouvertes et fermées sous forme 
de volcano Plot : l’axe horizontal représente le « - log2 fold change » et l’axe vertical le « - 
log10 (pValue) »; les gènes significativement augmentés et diminués sont montrés 
respectivement en rouge et vert. (G) Représentation de l’intensité de l’accessibilité de toutes 
les régions différentielles ouvertes et fermées par individu sous forme de heatmap à gauche 
(moyenne de toutes les régions différentielles et à droite, niveau d’accessibilité de chacune 
de ces régions). (H) Représentation sous forme de dot plot de la médiane du fold change de 
l’accessibilité des loci (couleur ; bleu, loci fermés ; rouge, loci ouverts) et du nombre de loci 
différentiels (taille des ronds) par rapport à la classe et à la famille des séquences LTR (à 
gauche) et des séquences LINE (à droite).  (I) Représentation en heatmap du niveau médian 
d’accessibilité des loci ERV différentiels en combinaison par rapport à l’absence de 
traitement, dans les différentes conditions : NT, UNC0638, DAC, DAC+UNC0638. 

 

L’effet des traitements sur le transcriptome a été étudié par RNA-seq. Ces expériences 
sont également réalisées sur des CD34+ de LMMC après 4 jours de traitements ex vivo. 
L’analyse différentielle est effectuée sur les transcrits ERV qui sont les RE les plus 
dérégulés par la combinaison (Fold change 1.5 ; padj<0.05). Elle montre une 
augmentation de l’expression de 174 loci ERV (soit 84% des ERV différentiellement 
dérégulés) et une dimunition de seulement 33 loci par la combinaison en comparaison 
à la condition non traitée (Fig. 4 A). Les traitements seuls induisent et répriment autant 
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d’ERV par rapport à l’absence de traitement (44 et 45 loci ERV différentiellement 
augmentés, 43 et 58 diminués, respectivement en DAC et UNC0638) (Fig. 4 A). De plus, 
la combinaison augmente spécifiquement l’expression de 129 ERV (74%) alors que les 
traitements seuls induisent l’expression de très peu d’ERV uniques (Fig. 4 B). En se 
focalisant uniquement sur les ERV différentiellement exprimés par la combinaison par 
rapport aux cellules non traitées nous constatons que la majorité (80%) des loci ont 
une expression augmentée de façon synergique par la combinaison des traitements 
(Fig. 4 C). Des expériences de RT-qPCR sur certaines sous-familles d’ERV dérégulées 
par les traitements confirment les résultats du RNA-seq. Pour certains ERV, tels que 
ERVL-B4 ou MER4D0 (appartenant respectivement à la famille des ERVL et ERV1), un 
traitement par l’UNC0638 seul suffit pour induire une augmentation, suggérant que 
ces ERV sont réprimés majoritairement par H3K9me2 (Fig. 4 D). D’autres ERV, tels que 
ERVL et ERVH (faisant partie respectivement de la famille des ERVL et ERV1) sont 
augmentés uniquement par la combinaison, mettant en évidence une répression de 
ces ERV à la fois par la méthylation de l’ADN et la marque H3K9me2 (Fig. 4 D).  

L’ensemble de ces données suggèrent que la combinaison HMA et inhibiteurs de H3K9 
di-méthyltransférase entraine une dérépression importante de RE, en particulier les 
ERV, dans les CD34+ de patients LMMC. 
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Figure 4. Etude de l’expression des ERV après le traitement par la combinaison. 
(A-C) Analyses différentielles de l’expression des transcrits ERV en condition traité (DAC seul, 
UNC0638 seul ou DAC+UNC0638) par rapport à la condition non traité (NT) dans les CD34+ 

de patients (n=6) après 4 jours de culture (Fold change 1.5; FDR q-value <0.05) : (A) 
Représentation sous forme de volcano plot des transcrits ERV différentiels sur-exprimés (en 
rouge) et sous-exprimés (en bleu) en condition traité ; (B) Représentation en Venny des 
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transcrits ERV différentiels sur-exprimés dans les traitements. (C) Représentation en heatmap 
du niveau médian d’expression des ERV différentiels en combinaison par rapport à l’absence 
de traitement, dans les différentes conditions : NT, UNC0638, DAC, DAC+UNC0638. (D) 
Mesure du niveau d’expression de ERVL-B4, MER4D0, ERVL et ERVH par RT-qPCR normalisés 
aux gènes de ménages (HPRT, Tubuline, Gus, PPIA et/ou RPL32) et rapporté à celui obtenu 
dans la condition NT (patients, n=4 à 8).  Moyenne +/- SEM. One-way ANOVA Bonferroni’s 
Multiple Comparison * p<0.05. 

 

La combinaison HMA et inhibiteurs de G9A/GLP réduit la clonogénicité des CD34+ 
de patients LMMC de façon synergique sans affecter les cellules saines. 

Pour déterminer si la synergie observée sur l’augmentation de l’accessibilité à la 
chromatine et l’expression des ERV peut être utilisée pour tuer les cellules LMMC, nous 
avons effectué des études fonctionnelles en évaluant l’impact des traitements (HMA 
et/ ou UNC) sur la clonogénicité des CD34+ de patients LMMC et de sujets sains. Les 
expériences de dose-réponse montrent que la combinaison DAC et UNC0638 réduit la 
clonogénicité en méthylcellulose des CD34+ de patients LMMC même à des doses 
faibles sans affecter les CD34+ de sujets âgés sains (Fig. 5 A-B) et (Fig. S1 A). Les 
analyses suivant la méthode de Chou-Talalay (Chou 2006) révèlent que les inhibiteurs 
DAC et UNC0638 agissent en synergie (indice de combinaison (IC) <1) dans toutes les 
conditions testées (Fig. 5 C-D). Pour la suite des expériences, nous avons choisi les 
concentrations de 10 nM pour la DAC et 1 µM pour l’UNC0638. En absence de 
traitement, le nombre de colonies formées est équivalent entre les CD34+ de sujets 
sains et de patients (en moyenne 82 +/-10, n=28 et 72 +/- 4, n=12, colonies pour 600 
cellules mises en culture, respectivement) (Fig 5 E). Le traitement ex vivo des cellules 
CD34+de LMMC avec la DAC puis l’UNC0638 induit une inhibition de leur clonogénicité 
en méthylcellulose chez 26/28 des patients testés alors que chaque inhibiteur seul n’a 
que peu d’effet (Fig. 5 F). Ces traitements n’affectent pas les CD34+ des sujets âgés (Fig. 
5 G). L’utilisation d’un autre HMA (AZA) et inhibiteur de G9A/GLP (UNC0642) (Fig. S1 
B-C), ou bien du CM-272, un inhibiteur à double action contre les DNMTs et G9A/GLP 
(Fig. 5 H-I) conduit également à une réduction de la clonogénicité spécifique aux 
cellules CD34+ de patients LMMC. L’ensemble de ces résultats met en évidence que la 
combinaison a un effet bénéfique sur la clonogénicité des cellules CD34+ de patients. 
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Figure 5. La clonogénicité des CD34+ de patients LMMC est altérée par la 
combinaison, HMA et inhibiteurs de G9A/GLP, contrairement aux sujets sains. 

(A) Protocole de traitement : les cellules CD34+ sont incubées en milieu liquide pendant 2 
jours en présence ou non de HMA. Puis elles sont plantées en méthylcellulose en présence 
ou absence d’inhibiteurs de H3K9 di-méthyltransferase (UNC0638). En parallèle, d’autres 
cellules sont traitées ou non avec du CM-272 (inhibiteur des DNMTs et de G9A/GLP). Les 
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colonies sont comptées après 14 jours de culture. (B) Etude de l’effet dose-réponse du DAC 
et de l’UNC0638 sur la formation de colonies en méthylcellulose (pool de 3 patients). (C-D) 
Modèle de Chou-Talalay des effets de la combinaison de différentes doses de DAC et de 
l’UNC0638. La fraction affectée (fa) correspond à la proportion de colonies éliminées par les 
traitements. L’indice de combinaison (CI) est calculé par le logiciel CompuSyn (ComboSyn, 
Inc,), CI<1, CI=1, CI>1 indique respectivement un effet synergique, additif et antagoniste. (E) 
Nombre de colonies formées en méthylcellulose à partir de 600 cellules CD34+ sans 
traitement (contrôles, n=12 et patients, n=28). (F-G) Nombre de colonies à partir de CD34+ 
traités ou non au DAC, 10 nM et UNC0638 1μM issues de patients (F, n=28) et de sujets sains 
(G, n=12). (H-I) Nombre de colonies obtenues à partir de CD34+ traités ou non au CM-272 
issues de patients (H, n=5) et de sujets sains (I, n=4). Moyenne +/- SEM. One-way ANOVA 
Bonferroni’s Multiple Comparison & t.test, ***p<0.001. 

 

La combinaison HMA et inhibiteurs G9A/GLP réduit la clonogénicité, la survie et 
la prolifération des CSH et des progéniteurs tandis que le traitement HMA seul 
cible davantage les progéniteurs 

Afin de déterminer la population ciblée par la combinaison, des expériences de 
clonogénicité en méthylcellulose et en culture liquide à l’échelle unicellulaire ont été 
effectuées sur des cellules CD34+CD38-CD90+ (enrichies en CSH) et CD34+CD38-CD90- 

(enrichies en progéniteurs). La capacité clonogénique de ces deux populations 
cellulaires a été étudiée au cours des trois passages (P1, P2, P3).  En absence de 
traitement, aux trois passages, le nombre de colonies formées par les CSH des patients 
est plus élevé (double voir triple en moyenne) que chez les sujets sains (P1 : 1552 +/- 
759  vs 780 +/- 119, P2 : 38 +/- 6 vs 23 +/- 1,  P3 : 14 +/- 2  vs 8 +/- 0.5 colonies 
formées pour 5000 cellules, n=3 patients LMMC vs n=2 sujets sains) tout comme celles 
formées à partir de progéniteurs (P1 : 347 +/- 103 vs 1138 +/- 731, P2 : 20 +/- 2 vs 28 
+/- 7,  P3 : 7 +/- 1 vs 11+/- 2 colonies formées pour 5000 cellules, n=2 vs n=3 
respectivement) (Fig. 6 A). Au passage 3 (P3), le traitement seul par la DAC réduit de 
façon significative le nombre de colonies formées à partir des progéniteurs mais reste 
sans effet sur la population enrichie en CSH (Fig. 6 B).  Le double traitement entraîne 
une diminution drastique des colonies formées à partir des progéniteurs comme des 
CSH (Fig. 6 B). Des résultats similaires ont été obtenus en mesurant le potentiel 
clonogénique cumulatif  (Higa et al. 2021) qui tient compte du nombre de colonies 
formées ainsi que de la taille des colonies (Fig. 6 C). Le nombre de colonies formées à 
partir des CSH et des progéniteurs issus des sujets sains n’est pas affecté par les 
traitements aux trois passages (Fig. 6 D).  

Des expériences en culture liquide à l’échelle unicellulaire ont été réalisées pour étudier 
trois paramètres : la viabilité cellulaire définie par le nombre de puits ayant au moins 
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une cellule, l’expansion cellulaire déterminée par le nombre de cellules totales dans 
tous les puits à un instant t, et la taille des colonies caractérisée par le nombre de 
cellules totales par puits. En absence de traitement, la viabilité et l’expansion cellulaire 
des CSH ainsi que celles des progéniteurs sont similaires entre les sujets âgés sains et 
les patients (Fig. S2 A-B). La taille des colonies des CSH et également celles des 
progéniteurs de patients LMMC sont plus grandes que celles des sujets âgés sains (Fig. 
S2 C).  Dans ces expériences, il est observé une réduction de la viabilité, la prolifération 
et la taille des colonies des CSH et des progéniteurs issus de patients par la 
combinaison, à la différence du traitement DAC seul qui cible uniquement les 
progéniteurs (Fig. 6 E-G). L’UNC0638 seul n’a pas d’effet. Les traitements n'ont aucun 
effet sur la viabilité et la prolifération de ces deux populations chez les sujets âgés sains 
(3/3) (Fig. 6 H-J).  

L’étude des mutations présentes dans les colonies formées à partir de CSPH qui n’ont 
pas été éliminées par les traitements après 14 jours de culture a été réalisée par 
séquençage Sanger pour 4 patients. Les résultats montrent que la combinaison a 
permis de réduire le nombre de clones mutés chez les patients 1 et 2 présentant les 
mutations RUNX1/TET2 et TET2/DNMT3A (passant respectivement de 90% à 20%, et 
de 75% à 12.5% de clones mutés) et même d’éradiquer les clones mutés chez les 
patients 3 et 4 ayant respectivement une mutation dans TET2 ou dans KRAS (Fig. 6 K). 
Le traitement par la DAC seule a montré très peu d’effet sur les clones mutés, 
confirmant les données cliniques et l’absence d’éradication du clone muté LMMC par 
les traitements HMA (Merlevede et al. 2016).  Le traitement par l’UNC0638 seul a peu 
d’impact sur les clones mutés, excepté pour les patients 3 et 4 pour lesquels une faible 
diminution du pourcentage de clones mutés a été observée (passant respectivement 
de 60% à 50%, et de 64% à 55%) (Fig. 6 K). Ces données montrent une efficacité de la 
combinaison des HMA et d’inhibiteurs de G9A/GLP dans l’élimination des CSH mutées, 
contrairement aux traitements individuels. 
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Figure 6. La clonogénicité, la survie et la prolifération des CSH et des 
progéniteurs de LMMC est affectée par la combinaison DAC+UNC.  
(A) Nombre de colonies formées à partir de 5000 cellules CD34+CD38-CD90+ et CD34+CD38-

CD90- de patients (n=3) et de contrôles (n=2) en méthylcellulose après les différents 
passages (P1, passage 1, P2, passage 2, P3, passage 3). (B) Nombre de colonies formées à 
partir de 5000 cellules CD34+CD38-CD90+ et CD34+CD38-CD90- de patients (n=3) en 
présence ou absence de DAC et/ou de l’UNC0638 en méthylcellulose après les différents 
passages. (C) Effets des traitements DAC et/ou UNC0638 sur le potentiel clonogénique 
cumulatif ((nb colonies P2/nb de cellules plantées au départ) X nb cellules P1) des deux 
populations CD34+CD38-CD90+ et CD34+CD38-CD90- issues de patients (n=3). (D) Nombre 
de colonies formées à partir de 5000 cellules CD34+CD38-CD90+ et CD34+CD38-CD90- de 
contrôles (n=2) en présence ou absence de DAC et/ou de l’UNC638 en méthylcellulose après 
les différents passages. (E-G) Etude du comportement des CD34+CD38-CD90+ et 
CD34+CD38-CD90- de patients (n=3) et de contrôles (n=2) en culture liquide à l’échelle 
unicellulaire en absence de traitement : (E) viabilité, (F) prolifération cellulaire et (G) 
répartition du nombre de cellules dans chaque puits. (H-J) Etude du comportement des 
CD34+CD38-CD90+ et CD34+CD38-CD90- de contrôles (n=3) en culture liquide à l’échelle 
unicellulaire en présence et en absence de DAC et/ou UNC0638 : (H) viabilité, (I) prolifération 
cellulaire, (J) répartition du nombre de cellules dans chaque puits. (K) Evaluation de la 
fréquence allélique des gènes identifiés mutés après 14 jours de culture dans les 4 conditions 
(NT, DAC, UNC0638, DAC+UNC). Pourcentage de clones mutés (orange) et sauvages (bleu). 
Moyenne +/- SEM. One-way ANOVA & Two-way ANOVA Bonferroni’s Multiple Comparison. 
* p<0.05; **p<0.01;***p<0.001;****p<0.0001. 

 

La combinaison HMAs et inhibiteurs H3K9 di-méthyltransférase induit un état 
mimant une infection virale  

L’analyse différentielle des gènes du RNA-seq après 4 jours de traitement avec la 
combinaison d’inhibiteurs met en évidence 3188 gènes différentiels (p<0.05) exprimés 
(DEG), 2877 (90%) dont l’expression est augmentée et 311 (10%) dont l’expression est 
diminuée par rapport à la condition sans traitement (NT) (Fig. 7 A-B). Le traitement par 
la DAC seule et l’UNC0638 seul induisent respectivement seulement 761 et 865 DEG, 
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dont 417 (55%) et 520 (60%) sont sur-exprimés et 344 (45%) et 345 (40%) sont sous-
exprimés (Fig. 7 A-B).  Les analyses GSEA (gene set enrichment analysis) effectuées sur 
ces gènes différentiels révèlent que la combinaison DAC+UNC0638 induit un 
enrichissement positif des signatures des voies de la mort cellulaire et un 
enrichissement négatif pour la voie de la prolifération cellulaire par rapport à la 
condition sans traitement (Fig. 7 C-F).  Aucune de ces voies n’est enrichie dans les 
conditions de traitement individuel. Ces résultats mettent en évidence l’enclenchement 
d’un programme anti-prolifératif et de mort cellulaire dans les CD34+ de patients 
LMMC par la combinaison. Le double traitement, mais pas les traitements individuels 
UNC0638 ou DAC, induit aussi un enrichissement positif des signatures de la voie IFN 
et de la réponse immune (Fig. 7 C et G-H).   

Le clustering du niveau d’expression des gènes différentiels dérégulés spécifiquement 
par les traitements dans les conditions NT, UNC0638, DAC, DAC+UNC identifie 4 
clusters majeurs (Fig. 7 I). Le cluster C1 est composé de gènes dont l’expression diminue 
plus fortement avec la combinaison qu’en présence de chaque traitement 
indépendamment (Fig. 7 I). Ce cluster C1 est constitué de gènes ayant un rôle dans la 
prolifération cellulaire (Fig. 7 I), renforçant les données obtenues en GSEA (Fig. 7 D). A 
l’inverse, le cluster C2, le plus grand, est composé de gènes peu exprimés en NT, 
faiblement induits en DAC et UNC0638 seuls et induits de façon synergique par la 
combinaison (Fig. 7 I).  Il est enrichi en gènes impliqués dans les voies de la réponse 
IFN et de la réponse aux dommages à l’ADN (Fig. 7 I), confirmant à nouveau les résultats 
obtenus par GSEA (Fig. 7 I). Le cluster C3 contient des gènes induits par le traitement 
UNC0638 et qui sont impliqués dans la réponse IFN, suggérant que la baisse de 
H3K9me2 seule pourrait induire une voie anti-virale (Fig. 7 I). Les gènes dérégulés par 
la DAC seule sont représentés dans le cluster C4 et ont un rôle dans la voie de 
signalisation TGF-β, une autre voie anti-proliférative (Fig. 7 I). 

 L’étude des différentes signatures de production et de signalisation IFN par GSVA 
(gene set variation of analysis) révèle que la majorité de ces signatures sont enrichies 
positivement par le double traitement en comparaison aux traitements individuels (Fig. 
7 J). Des expériences de RT-qPCR montrent que le double traitement entraine une 
hausse significative de l’expression des interferon stimulated genes (ISG) tels que IRF9 
et IRF7 (Fig. 7 K), confirmant les résultats du RNA-seq.  
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Figure 7.  Induction des voies de mort cellulaire, de l’immunité et de l’IFN par 
la combinaison HMA et inhibiteurs G9A/GLP.  

(A-B) Analyse différentielle de l’expression des gènes en condition traité (DAC seul, UNC0638 
seul ou DAC+UNC0638) par rapport à la condition non traité (NT) dans les CD34+ de patients 
(n=6) après 4 jours de culture (p<0.05). (A) Représentation en Venny des gènes différentiels 
dans chaque condition. (B) Répartition des gènes différentiels sur-exprimés (en bleu) et sous-
exprimés (en rouge). (C-D) Analyse des différentes voies enrichies positivement ou 
négativement par gene set enrichment analysis (GSEA). (E-H) Représentation GSEA des 
signatures (E) « Hallmark P53 pathway », de (F) « Hallmark Myc targets v1 », (G) « Hallmark 
IL6 JAK STAT3 signaling » et (H) « Hallmark complement ».  (I) Clusterisation des gènes 
différentiels dérégulés spécifiquement par les traitements dans les différentes conditions : 
NT, UNC0638, DAC, DAC+UNC068 (p< 0.05). (J) Analyse de l’enrichissement des différentes 
signatures IFN par single sample gene-set variation analysis (ssGSVA). (K) Niveau d’expression 
des ARNm de IRF9 et de IRF7 mesurés par RT-qPCR normalisés par les gènes de ménages 
(HPRT, Tubuline, Gus, PPIA et/ou RPL32) et rapportés à la condition NT. Moyenne +/- SEM. 
One-way ANOVA Bonferroni’s Multiple Comparison. * p<0.05. 

 

La mesure du niveau protéique par immunofluorescence des acteurs impliqués dans la 
production d’IFN-I (IRF3 et IRF7) et de la signalisation IFN (STAT1) dans CD34+ après 4 
jours de culture montre une augmentation significative d’IRF3, d’IRF7 et de STAT1 par 
la combinaison en comparaison à l’absence de traitements (68, 50 et 3 fois, 
respectivement) et aux traitements individuels (Fig. 8 A-C). De plus, seule la 
combinaison entraine une forte hausse de la forme phosphorylée de STAT1 (pSTAT1), 
(98 fois par rapport à l’absence de traitement), démontrant l’activation de la 
signalisation IFN après 4 jours de culture (Fig 8 D). Etonnamment, les niveaux des 
protéines IRF7 et STAT1 sont augmentés de façon significative par le traitement HMA 
seul mais ils restent significativement inférieurs à ceux obtenus par la combinaison (Fig. 
8 B-C). Chez les contrôles, seule une augmentation significative d’IRF3 par la 
combinaison a pu être observée par la combinaison (Fig. S3 A-D). Cette hausse reste 
cependant faible par rapport à celle observée chez les patients (1.5 fois en comparaison 
à l’absence de traitement) (Fig. S3 A-D).  L’activation des voies IFN dans les CD34+ de 
patients en réponse au double traitement est corrélée à l’augmentation de l’expression 
de l’ARNm IFNB1 codant pour IFN-β, mesurée par RT-qPCR (Fig. 8 E).  

Compte tenu de leur structure répétée, les ARNm des RE déréprimés peuvent 
s’hybrider et former des ARN-db. La cellule en détectant la présence de ces ARN-db 
qui sont assimilés à des parasites, déclenche une réponse antivirale de type IFN-I. Pour 
déterminer si les ERV sont responsables de la formation d’ARN-db, des expériences 
d’immunofluorescence avec l’anticorps J2 qui reconnait des ARN-db de façon 
spécifique ont été réalisées. Elles montrent que le double traitement augmente 
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fortement l’expression des ARN-db dans les cellules CD34+ des patients LMMC mais 
pas celles des sujets sains âgés (Fig. 8 F) et (Fig. S3 E). Ces résultats suggèrent que le 
double traitement conduit à un état mimant une infection virale dans les CSPH de 
patients atteint de LMMC contrairement au traitement HMA seul. 

Afin de savoir si la mort cellulaire est due à l’activation de la signalisation IFN-I, les 
cellules CD34+ ont été traitées par la combinaison DAC+UNC0638 en présence d’un 
anticorps bloquant le récepteur IFNAR2 (récepteur IFN-I) avant mise en culture en 
méthylcellulose (Fig. 8 G). Les résultats montrent que l’ajout de l’anticorps bloquant 
anti-IFNAR2 restaure, au moins partiellement, la capacité clonogénique des CD34+ de 
patients LMMC en présence de DAC+UNC0638, démontrant l’importance de la 
réponse antivirale et l’IFN-I produit par les cellules malignes dans l’efficacité du 
traitement (Fig. 8 H-I). 
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Figure 8.  Induction des voies de mort cellulaire, de l’immunité et de l’IFN par 
la combinaison HMA et inhibiteurs G9A/GLP.  
(A-D) Représentation en images et quantification de l’intensité globale moyenne de 
l’immunofluorescence (A) IRF3, (B) IRF7, (C) STAT1, (D) pSTAT1 dans les CD34+ de patients 
(n=2) après 4 jours de culture rapportée à la moyenne de celle obtenue dans la condition 
NT. (E) Niveau d’expression des ARNm de IFNB1 mesuré par RT-qPCR normalisé par les 
gènes de ménages (HPRT, Tubuline, Gus, PPIA et/ou RPL32) et rapporté à celui obtenu dans 
la condition NT. (F) Représentation en images et quantification de l’intensité globale 
moyenne de l’immunofluorescence des ARN-db en utilisant l’anticorps J2 dans les CD34+ 
de patients (n=2); Echelle : 3 µm. La quantification est réalisée en utilisant le logiciel ImageJ. 
(G) Protocole de traitement : les cellules sont incubées en milieu liquide comme décrit 
précédemment (Fig. 4. A) en présence ou absence d’anticorps neutralisant anti-IFNAR2 
(1µg/ml) ajouté aux jours 2 et 4, puis plantées en méthylcellulose au jour 4. (H) Nombre de 
colonies formées à partir des cellules CD34+ de patients LMMC rapporté à celui obtenu dans 
la condition NT en présence ou absence de l’anticorps neutralisant IFNAR2. (I) Mesure du 
potentiel clonogénique cumulatif dans les différentes conditions de traitements, (Patients, 
n=6). Moyenne +/- SEM. One-way ANOVA Bonferroni’s Multiple Comparison. * p<0.05; 
**p<0.01;***p<0.001. 

 

Les cellules hématopoïétiques immatures murines Tet2-/- présentent une 
augmentation du niveau de H3K9me2 et une sensibilité sélective à la 
combinaison DAC+UNC0638 avec l’âge. 

TET2 est le gène le plus fréquemment muté (60%) dans la LMMC (Jian et al. 2021). 
Certaines souris Tet2-/- développent des caractéristiques similaires à la LMMC avec l’âge 
incluant une monocytose, et une hématopoïèse extra-médullaire (Moran-Crusio et al. 
2011; Zhe Li et al. 2011b; Quivoron et al. 2011). Nous avons testé l’effet des inhibiteurs 
sur les cellules immatures (Lin-) de ces souris, âgées de 2 mois ou de 8-10 mois avant 
qu’elles ne développent de maladie, en comparaison de cellules sauvages (WT) âgées 
de 8-10 mois, en culture liquide et en méthylcellulose. Dès l’âge de 8 mois, les cellules 
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Lin- Tet2-/- prolifèrent plus rapidement en culture liquide en comparaison aux cellules 
Lin- Tet2-/- de 2 mois et que les cellules WT du même âge (Fig. 9 A). L’analyse en 
cytométrie des populations de CSH et progéniteurs après 8 jours de culture liquide 
montre que les cellules Tet2-/- plus âgées restent plus immatures (6.5% +/- 1.1 de CSH 
et 39% +/- 3.9 de LSK) que les cellules Tet2-/- jeunes (2.5% +/- 0.3 de CSH et 22% +/- 
1.8 de LSK) (Fig. 9 B). De plus, les cellules Lin- Tet2-/- de 8-10 mois ont une capacité 
clonogénique 2.3 fois et 1.8 fois plus importante que les cellules Lin- WT du même âge 
ou Tet2-/- jeunes, respectivement (Fig. 9 C-D). Des expériences d’immunofluorescence 
montrent que la marque H3K9me2 est fortement augmentée dans les CSH des souris 
Tet2-/- âgées de 8-10 mois par rapport aux cellules Tet2-/- jeunes (2 fois) et WT du même 
âge (2.5 fois), suggérant un remaniement de la chromatine dans les cellules CSH                 
Tet2-/- avec l’âge précédant le développement de la maladie (Fig. 9 E). Cette hausse de 
H3K9me2 dans les CSH Tet2-/- âgées de 8-10 mois pourrait les rendre plus sensibles à 
la combinaison DAC+UNC0638. Afin de tester cette hypothèse, les cellules Lin- des trois 
groupes de souris ont été traitées ou non avec DAC et/ou UNC0638, ou CM-272. La 
combinaison permet de réduire de façon significative l’expansion des cellules Lin-                   

Tet2-/- plus âgées après 8 jours de culture liquide (Fig. 9 F). Les cellules Lin- Tet2-/- jeunes 
semblent également sensibles à la combinaison (réduction de 20% en moyenne +/- 
1.4, n=4) mais cette sensibilité reste moins forte que celle des Lin- Tet2-/- âgées (baisse 
de 35% +/- 4, n=5) (Fig. 9 F). Les inhibiteurs seuls (DAC ou UNC0638) n’ont aucun effet 
sur la prolifération (Fig. 9 F) ou le maintien en culture des CSPH des Tet2-/- quel que 
soit leur âge (Fig. 9 G).  Contrairement aux cellules Lin- Tet2-/- de 2 mois, la capacité 
clonogénique des cellules Lin- Tet2-/- de 8-10 mois est réduite par la combinaison alors 
que les traitements individuels n’ont pas d’effets (Fig. 9 H-I). Les cellules WT âgées de 
8-10 mois ne sont pas affectées par les différents traitements en culture liquide et en 
méthylcellulose (Fig. 9 F-I). L’ensemble de ces données mettent en évidence que la 
perte de Tet2 seule dans les cellules hématopoïétiques immatures murines conduit 
avec l’âge à une augmentation de H3K9me2 et une sensibilité sélective à la 
combinaison HMA et inhibiteur de H3K9me2.  
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Figure 9. Augmentation de la marque H3K9me2 et de la sensibilité à la 
combinaison DAC+UNC0638 des CSPH Tet2-/-   avec l’âge. 
(A-B) Etude du comportement des cellules hématopoïétiques murines dans les trois 
groupes de souris Tet2+/+ âgées de 8-10 mois, Tet2-/- âgées de 2 mois et 8-10 mois : 
(A) Expansion des cellules Lin- en culture liquide ; (B). Répartition des différentes 
populations LK (Lin- Kit+, progéniteurs myéloïdes), LSK (Lin-Sca+Kit+, CSH et 
progéniteurs multipotents), CSH (LSK CD34-Flk2- ) parmi les cellules vivantes après 8 
jours de culture de liquide; (C-D) Etude de la clonogénicité des Lin- en 
méthylcellulose; (C) Nombre de colonies formées à partir de 10 000 cellules lors des 
passages P1, P2, P3, P4, P5; (D) Potentiel clonogénique cumulatif; (E) Représentation 
en images et quantification de l’intensité globale moyenne de l’immunofluorescence 
de H3K9me2  dans les CSH, rapportée à la moyenne de celle des CSH Tet2+/+ âgées 
de 8-10 mois; Echelle : 3 µm. La quantification est réalisée en utilisant le logiciel 
ImageJ. (F à I) Effets des traitements (UNC0638, 1 μM; DAC, 10 nM; CM-272, 200 nM)  
(F-G) après 8 jours de culture sur (F) l’expansion des cellules Lin- par rapport au jour 
0; (G) le pourcentage de CSH parmi les cellules vivantes; (H-I) la clonogénicité en 
méthylcellulose : (H) nombre de colonies dans une condition donnée rapporté au 
nombre de colonies dans la condition NT après plusieurs passages (P1, P2, P3) ; (I)  
potentiel clonogénique cumulatif. Moyenne +/- SEM. One-way ANOVA Bonferroni’s 
Multiple Comparison. * p<0.05; **p<0.01;***p<0,=.001; **** p<0.0001. 
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L’inhibiteur double CM-272 freine les changements hématologiques observés 
dans les souris Tet2-/- avec l’âge 

Dans le but de déterminer si la combinaison HMA et inhibiteurs de G9A/GLP est 
capable de prévenir les altérations hématopoïétiques et/ou d’en empêcher la 
progression de la maladie avec l’âge nous avons ensuite traité in vivo les souris Tet2-/- 
âgées de 8-10 mois, soit avec le CM-272 (2.5 mg/ kg ; injection i.p. 3 fois par semaine 
pendant 7 semaines), soit avec l’agent diluent seul. Les paramètres hématologiques, la 
prolifération et la clonogénicité des progéniteurs ont été étudiés après 1 semaine après 
l’arrêt du traitement et comparés à ceux des souris WT du même âge et des souris  
Tet2-/- jeunes (2 mois). Cette expérience préliminaire suggère que dès 8-10 mois d’âge 
les souris Tet2-/- présentent des défauts dans le sang, tels qu’une une légère anémie et 
une augmentation des pourcentages et des valeurs absolues de monocytes et de 
granuleux par rapport aux souris WT du même âge ou au souris Tet2-/- jeunes (Fig. 10 
A-D et S4 A-E). L’analyse en cytométrie de flux confirme une diminution du rapport 
lymphocytes sur myéloïdes et montre une augmentation de la proportion monocytes 
classiques Ly6Chigh par rapport aux monocytes LY6Clow, anomalie caractéristique des 
patients atteints de LMMC (Selimoglu-Buet et al. 2015; 2018) (Fig. 10 E-F). La 
diminution du rapport de granulométrie des neutrophiles par rapport aux lymphocytes 
suggère également une dysplasie dans cette population (Fig. 10 G). L’injection de CM-
272 restaure en partie ces anomalies, ramenant tous les paramètres proches de ceux 
des souris WT âgées ou Tet2-/- jeunes. (Fig. 10 A-G).  L’analyse des cellules matures 
dans la moelle osseuse au sacrifice des souris confirme ces résultats (Fig. S4 F-I). 
L’analyse des compartiments immatures indique une augmentation des fréquences de 
Lin-, de CSPH (LSK) et des progéniteurs multipotents (MPP) (mais pas des CSH SLAM, 
LSK CD150+CD48-) dans les Tet2-/- dès 8-10 mois par rapport WT du même âge ou aux 
Tet2-/- jeunes (Fig. 10 H-L). Ces anomalies sont partiellement corrigées, par le 
traitement CM-272 (Fig. 10 H-L). Enfin, l’injection du CM-272 a permis de réduire 
l’augmentation de la prolifération ex vivo et la clonogénicité des cellules Lin- des souris 
Tet2-/- âgées (Fig. 10 M-N). 

L’ensemble de ces résultats suggère que les souris Tet2-/- âgées de 8-10 mois 
commencent à développer des caractéristiques d’une maladie ressemblant à la LMMC 
qui sont ralenties par le traitement CM-272 in vivo. Ces expériences sont en cours de 
confirmation sur des cohortes d’animaux plus grandes. De plus, les moelles des 4 
groupes de souris ont été utilisées dans des greffes compétitives afin de déterminer si 
le traitement CM-272 a affecté l’auto-renouvellement des cellules Tet2-/-. 
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Figure 10. Effet du CM-272 in vivo dans les souris Tet2-/-. 
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(A-J) Etude des paramètres sanguins (A-G) et médullaires (H-K) des souris Tet2-/- de 8-10 
mois ayant reçu le diluant ou le traitement CM-272, en comparaison à des souris WT du 
même âge et des souris Tet2-/- jeunes (2 mois) : (A-D) mesure au sein de toutes les cellules 
sanguines de (A) l’hémoglobine (g/dL), (B-D) du nombre (millions/mm3) de (B) monocytes, 
(C) granulocytes, (D) lymphocytes ; (E-G). Analyse en cytométrie de flux des différentes 
populations. Répartition des cellules myéloïdes (monocytes et neutrophiles) et lymphoïdes 
(lymphocytes B et lymphocytes T) ; (F) Répartition des monocytes Ly6Chigh et Ly6Clow ; (G) 
Rapport de la granularité des neutrophiles sur celle des lymphocytes ; SSC : Side Scatter 
channel; (H-L) Fréquence des populations immatures dans la moelle osseuse (BM, bone 
marrow) : (H) Lin- ; (I)  LSK (Lin- Sca+ Kit+) ;  (J) CSH SLAM (LSK CD150+CD48-) ; (K-L) 
progéniteurs multipotents, MPP : (K) LSK CD150- CD48+, (L) LSK CD150+CD48+.  (M-N) Etude 
de la prolifération (M) en culture liquide et du (N) potentiel clonogénique cumulatif en 
méthylcellulose des cellules Lin- issues des différents groupes de souris. Moyenne +/- SEM. 
One-way & Two-way ANOVA Bonferroni’s Multiple Comparison. * p<0.05; 
**p<0.01;***p<0.001. 
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Figures supplémentaires  

Figure S1. related to Figure 5 

Figure S1.  
(A) Etude de l’effet dose-réponse du DAC et de l’UNC0638 sur la formation de colonies 
formées en méthylcellulose à partir de cellules CD34+ d’un sujet âgé sain; (B-C) Effet des 
HMA (DAC, 10 nM; 5-AZA, 500nM) et des inhibiteurs de H3K9 di-méthyltansférase 
(UNC0638, 1 μM; UNC0642, 2 nM) sur la formation des colonies en méthylcellulose issues 
de CD34+ de patients (B, n=2-3) et de sujets sains (C, n=3-4). Moyenne +/- SEM. One-way 
ANOVA Bonferroni’s Multiple Comparison. ***p<0.001. 
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Figure S2. related to Figure 6 

 

Figure S2.  
(A) Etude du comportement des CD34+CD38-CD90+ et CD34+CD38-CD90- de patients (n=3) 
et de contrôles (n=2) en culture liquide à l’échelle unicellulaire en absence de traitement : 
(A) viabilité ; (B) prolifération cellulaire ; (C) répartition du nombre de cellules formées dans 
chaque puits. Moyenne +/- SEM. One-way ANOVA & Two-way ANOVA Bonferroni’s Multiple 
Comparison. * p<0.05. 
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Figure S3. related to Figure 8 

 

Figure S3.  
Quantification de l’intensité globale moyenne de l’immunofluorescence (A) IRF7, (B) STAT1, 
(C) pSTAT1, (D) IRF3, (E) dsRNA avec l’anticorps J2 dans les CD34+ d’un sujet âgé (n=1) après 
4 jours de culture. Les intensités ont été rapportées à la moyenne de celle obtenue dans la 
condition NT; La quantification est réalisée en utilisant le logiciel ImageJ. One-way ANOVA 
Bonferroni’s Multiple Comparison. * p<0.05;***p<0.001. 

 



187 
 
 

Figure S4. related to Figure 10 
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Figure S4. related to Figure 10 

 

Figure S4.  
(A-E) Etude des paramètres sanguins (A-E) et médullaires (F-L) des souris Tet2-/- de 8-10 mois 
ayant reçu le diluant ou le traitement CM-272 en comparaison à des souris WT du même 
âge et des souris Tet2-/- jeunes (2 mois) : (A-E) paramètre sanguins : (A) leucocytes (WBC, 
white blood cell), (B) hématocrite (%) ; (C) monocytes (%), (D) granulocytes (%), (E) 
lymphocytes (%); (F) monocytes Ly6Chigh (%) dans le sang mesuré par cytométrie de flux. (G) 
répartition des monocytes Ly6Chigh et Ly6C low dans les monocytes ; (H) répartition des cellules 
myéloïdes et lymphoïdes ; (I) Rapport de la granularité des neutrophiles sur celles des 
lymphocytes ; SSC : Side Scatter channel, obtenu par cytométrie en flux. Moyenne +/- SEM. 
One-way & Two-way ANOVA Bonferroni’s Multiple Comparison. * p<0.05; 
**p<0.01;***p<0.001.  
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Conclusion (partie 2) 
 

Ce travail a permis de mettre en évidence un mécanisme de résistance aux HMA dans 
les CSPH de patients LMMC. En effet, nous avons montré que les CSPH présentaient 
des altérations de l’hétérochromatine, en particulier une hausse de la marque 
H3K9me2 qui limitait l’expression des ERV, leur donnant le moyen d’échapper au 
système immunitaire et entrainant une résistance aux HMA. Le traitement par la 
combinaison de HMA et des inhibiteurs de H3 K9 di-méthyltransférases a permis de 
réduire drastiquement voir d’éradiquer les clones mutées LMMC. La mort des cellules 
LMMC induite par le double traitement est causée au moins en partie par l’activation 
de la signalisation IFN et d’une réponse immune. La combinaison a permis également 
de ralentir le développement d’un phénotype proche de la LMMC dans des souris            
Tet2-/- âgées de 8-10 mois. Ces résultats très encourageants ouvrent des perspectives 
thérapeutiques pour cette maladie quasi-incurable. 
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Discussion/Perspectives  
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1. Les altérations de l’hétérochromatine dans les CSH avec 
l’âge et dans une maladie liée au vieillissement, la LMMC 

 

La perte progressive de l’hétérochromatine avec le vieillissement est une 
caractéristique partagée par plusieurs espèces : Homo sapiens (Djeghloul et al. 2016), 
Mus musculus (Djeghloul et al. 2016), Drosophila melanogaster (Brandt, Krohne, et 
Großhans 2008), Caenorhabditis elegans (Haithcock et al. 2005).  Dans la littérature, très 
peu d’articles décrivent l’état de l’hétérochromatine dans les CSH. En 2016, Djeghloul 
et al. rapportent qu’avec l’âge les CSH murines et humaines présentent une diminution 
de H3K9me3, une marque de l’hétérochromatine, qui est associée à une perte du 
potentiel de différenciation en lymphocytes B (Djeghloul et al. 2016).  En collaboration 
avec l’équipe, ils mettent en évidence une augmentation de l’expression des éléments 
L1 récents dans les CSH âgées murines et une hausse des ERV et des séquences 
satellites dans les CSH âgées humaines. Cette étude ne décrit pas comment les RE 
impactent la différenciation des CSH. L’hétérochromatine dans les CSH n’a jamais 
également été examinée dans un contexte de stress tel que l’irradiation.   

Nous rapportons que lors de l’irradiation mimant un état de vieillissement prématuré, 
les CSH murines expriment des forts niveaux d’ERV et des éléments L1 récents (L1Md) 
qui altèrent leur fonction (Barbieri et al. 2018; Pelinski et al. 2022). Nous montrons que 
l’irradiation induit la perte de H3K9me3 dans les CSH (Pelinski et al. 2022). Il a été décrit 
que H3K9me3 est enrichi dans les promoteurs de gènes n’ayant pas de lien avec 
l’hématopoïèse tel que Fbp1 et Fbp2 codant pour des enzymes impliquées dans la voie 
de la néoglucogenèse, générant une expression ectopique de ces gènes dans les CSPH 
déficients en SETDB1 (Koide et al. 2016). Etonnamment, nous révélons qu’une partie 
des changements transcriptomiques observées dans les CSH lors de l’irradiation, 
notamment la perte de nombreux gènes impliqués dans la fonction des CSH, n’est pas 
associée à la perte de H3K9me3 au niveau des promoteurs mais est plutôt corrélée à 
la dérépression des éléments L1 présent au sein des introns de ces gènes (Pelinski et 
al. 2022).  Notre étude met en évidence pour la première fois l’implication de H3K9me3 
dans la répression des éléments L1 afin de préserver les gènes des CSH. 

L’état de l’hétérochromatine dans les CSPH de patients atteint d’une maladie du 
vieillissement telle que la LMMC était jusqu’à notre étude inconnu. Nous observons 
que les CSPH de patients LMMC, présentent une réduction accentuée de H3K9me3 par 
rapport aux sujets sains âgés.  De plus, nous montrons une ouverture de la chromatine 
dans les éléments L1 et des séquences répétées telles que les séquences satellites qui 
pourrait être due à la baisse de H3K9me3. En effet, une réduction de H3K9me3 au 
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niveau des séquences répétées satellites est observée dans les lignées cellulaires  
cancéreuses humaines en comparaison à des lignées cellulaires normales (Vojvoda 
Zeljko, Ugarković, et Pezer 2021). L’analyse des éléments transposables par RNA-seq 
et RT-qPCR dans les CD34+ de patients LMMC au diagnostic et des sujets sains âgés 
est en cours.  

Dans les CSH âgées, la perte de H3K9me3 est due à une diminution de SUV39H1 dont 
l’expression est régulée par un miRNA appelé miR-125b (Djeghloul et al. 2016). Dans 
la LMMC, nous n’avons pas détecté de baisse significative d’expression de SUV39H1. 
La perte de H3K9me3 dans la LMMC pourrait être expliquée par la diminution d’autres 
H3K9 tri-méthyltransférases (H3K9 HMT) tel que SUV39H2, SETDB1, SETDB2 ou bien 
par l’augmentation de H3K9 déméthylases (KDM). Des expériences de RT-qPCR et des 
analyses des données de RNA-seq montrent des niveaux similaires des transcrits 
SUV39H2, SETDB1, SETDB2 et des KDM entre les patients atteints de LMMC et les sujets 
âgés sains. De plus, il est très peu probable que SUV39H2 soit impliqué car  cet enzyme 
est fortement exprimée dans le cerveau, les testicules et le thymus et faiblement dans 
les autres tissus (Weirich, Khella, et Jeltsch 2021). La forme prédominante exprimée 
dans les CSPH (CD34+) est SUV39H1 (Djeghloul et al. 2016). En ce qui concerne SETDB1, 
son niveau n’est pas altéré dans les CSH avec l’âge (Djeghloul et al. 2016). La perte des 
déméthylases Kdm4 dans les souris entraîne une accumulation de H3K9me3 sur les 
sites d’initiation de la transcription et une diminution de l’expression de plusieurs gènes 
dont des gènes impliqués dans la préservation des CSH tel que Taf1b et Nom1 (Agger 
et al. 2019).  Les données de RNA-seq ne mettent pas non plus en évidence une hausse 
de l’expression de KDM4 qui aurait pu expliquer la baisse de de H3K9me3 dans les 
CD34+ de patients.  

La protéine KAP1 est un corépresseur capable d’interagir avec plusieurs acteurs 
épigénétiques et notamment les H3K9 HMT tel que SUV39H1, SETDB1. Il induit la 
déposition de H3K9me3 aux ERV et gènes via l’association aux répresseurs KRAB-ZBP 
qui ont des sites de liaisons spécifiques sur ces séquences. Des expériences de RT-qPCR 
et d’immunofluorescence montrent une diminution de l’expression de KAP1 dans les 
CD34+ de patients atteints de LMMC en comparaison aux sujets âgés sains, suggérant 
l’implication de KAP1 au moins en partie dans la perte de H3K9me3 [Figure 1].  
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Figure 1. Diminution de l’ARNm et de la protéine KAP1 dans les CD34+ de 
patients atteints de LMMC.  
(A) Niveau d’expression de l’ARNm mesuré par RT-qPCR de KAP1 dans les cellules 
CD34+(contrôles, n=12; patients, n=27) rapporté à la moyenne des contrôles. Les valeurs de 
Ct sont normalisées à la moyenne des gènes de ménages (Gus, Tubuline, PPIA). (B) 
Représentation en images et quantification de l’intensité globale moyenne de 
l’immunofluorescence de la protéine KAP1 dans les cellules CD34+ (contrôles, n=8; patients, 
n=18) rapporté à la moyenne des sujets sains. Echelle : 3 µm. Moyenne +/- SEM issues de 2 
expériences indépendantes, t test. *, P<0.05 ; ***, P<0.001. 

 

Nous rapportons grâce à des expériences d’immunofluorescence et de western blot 
une hausse de H3K9me2, une autre marque de l’hétérochromatine dans les CD34+ de 
patients LMMC. Les enzymes HMT G9A et GLP qui régulent l’expression de cette 
marque agissent en coopération et doivent ainsi être toutes les deux présentes pour 
déposer la marque H3K9me2 (Tachibana et al. 2005). Nous montrons que les protéines 
G9A et GLP sont augmentées dans les CD34+ de tous les patients contrairement aux 
transcrits EHMT2 et EHMT1 qui sont augmentés que chez certains patients. En 2021, 
Zhang et al. rapportent que la protéine SPOP interagit avec GLP pour favoriser sa 
dégradation par le protéasome dans le cancer de la prostate (J. Zhang et al. 2021). Bien 
que le gène SPOP ne soit pas muté dans la LMMC, son niveau d’expression pourrait 
être diminué et participer à la hausse de GLP et G9A. En accord avec cette hypothèse, 
nous avons mis en évidence une diminution des transcrits et de la protéine SPOP dans 
les CD34+ de patients, suggérant l’implication au moins partielle de SPOP dans la 
hausse de H3K9me2 [Figure 2].  Il serait intéressant de connaitre comment le gène 
SPOP est régulé chez les patients LMMC en comparaison à des sujets sains âgées. Des 
expériences de bisulfite de sodium mesurant le niveau de méthylation du promoteur 
de SPOP pourraient permettre de répondre à cette question. Les expériences de RNA-
seq sur des CD34+ de patients atteints de LMMC traités in vitro par l’agent 
hypométhylant, la décitabine (DAC) ne montrent pas d’augmentation de l’expression 
de SPOP, suggérant que le gène SPOP n’est pas réprimé par la méthylation.  
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Figure 2. Diminution de l’ARNm et de la protéine SPOP dans les CD34+ de 
patients atteints de LMMC.  
(A) Niveau d’expression de l’ARNm mesuré par RT-qPCR de SPOP dans les cellules CD34+ à 
l’état basal (contrôles, n=5; patients, n=7) rapporté à la moyenne des contrôles. Les valeurs 
de Ct sont normalisées à la moyenne des gènes de ménages (Gus, Tubuline, PPIA). (B) 
Représentation en images et quantification de l’intensité globale moyenne de 
l’immunofluorescence de la protéine SPOP dans les cellules CD34+ (contrôles, n=5; patients, 
n=15) rapporté à la moyenne des sujets sains. Echelle : 3 µm. Moyenne +/- SEM. t test. *, 
P<0.05 ; ****, P<0.0001. 

 

Nous mettons en évidence une diminution de l’accessibilité de la chromatine au sein 
des introns, des régions intergéniques et des éléments répétés transposables (excepté 
au niveau des L1) dans les CD34+ de patients atteints de LMMC au diagnostic par 
rapport aux cellules des sujets sains âgés. Or les séquences répétées transposables sont 
réprimées par les marques H3K9me3 et H3K9me2. La perte de H3K9me3 ne suffit pas 
à ouvrir la chromatine des éléments transposables. Localisée dans les régions géniques 
(Tachibana et al. 2002; X. Chen et al. 2012), la hausse de H3K9me2 pourrait en partie 
compenser la perte de H3K9me3 au niveau des éléments transposables, notamment 
ceux situées dans les introns des gènes dans les CD34+ de patients. Des expériences 
de ChIP-seq / Cut&tag de H3K9me2 dans les CD34+ de patients et de sujets sains âgées 
sont en cours d’analyses et permettront de vérifier cette hypothèse.  

 

2. Rôle des rétro-éléments dans l’hématopoïèse lors du 
vieillissement et dans les leucémies 

 

La RE sont impliqués dans le  vieillissement et aussi dans plusieurs pathologies incluant  
les cancers (H. S. Jang et al. 2019; Grundy, Diab, et Chiappinelli 2022; Pelinski et al. 
2022).   
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Une des raisons du dysfonctionnement des cellules par les RE est la capacité de 
ces éléments à modifier le transcriptome. En effet, les RE sont capables d’agir en cis 
sur l’activité des gènes (Platt, Vandewege, et Ray 2018; Sundaram et Wang 2018; 
Hermant et Torres-Padilla 2021). Nous montrons que lors d’un vieillissement 
prématuré induit par l’irradiation,  dans les CSH murines,  la dérépression des éléments 
L1 introniques provoquée par la perte de H3K9me3 bloque l’expression des gènes de 
CSH contenant ces éléments (Pelinski et al. 2022). La présence de H3K9me3, comme 
celle de la méthylation de l’ADN, dans le corps des gènes peut être une caractéristique 
de gènes transcriptionnellement actifs (Vakoc et al. 2005). En effet, H3K9me3 dans le 
corps des gènes conduit au ralentissement de l’ARN polymérase II et permet au 
complexe d’épissage, le spliceosome, de ne pas reconnaitre uniquement les sites 
d’épissages canoniques, mais aussi les sites accessoires et ainsi de favoriser l’épissage 
alternatif (Saint-André et al. 2011). Le statut épigénétique des RE peut donc également 
réguler l’expression des gènes et avoir un rôle dans les altérations fonctionnelles du 
profil transcriptome des cellules.  

Dans des lignées de LAM, il est observé une augmentation de l’accessibilité de la 
chromatine dans certains RE qui jouent le rôle d’ « enhancer » pour les gènes adjacents 
et dont l’expression conduit au phénotype de la maladie (Deniz et al. 2020).  Dans le 
lymphome de Hodgkin, la dérépression de RE à LTR peut avoir un rôle de promoteur 
et favoriser notamment l’expression de proto-oncogène (Lamprecht et al. 2010; 
Babaian et al. 2016).  

Au-delà de ce rôle transcriptomique, les RE peuvent également altérer la stabilité 
génomique. En effet, la réactivation de certains RE peut amener à la réintégration dans 
le génome créant des dommages à l’ADN dans la cellule hôte. L’équipe a démontré 
précédemment que la rétro-transposition des éléments L1 induite par l’irradiation est 
impliquée dans la persistance de dommages à l’ADN et de la perte de fonction des 
CSH (Barbieri et al. 2018). L’accessibilité de la chromatine des éléments L1 dans les 
CD34+ de patients LMMC pourrait favoriser des altérations de l’ADN. Nous observons 
une augmentation des foci γ-H2AX dans les CD34+ de patients en comparaison à des 
sujets âgés sains, suggérant une forte instabilité génomique dans les CSPH de LMMC 
[Figure 3]. Ces anomalies de l’ADN pourraient également être expliquées par la 
dérépression des éléments répétés non transposables qui sont aussi une source 
d’instabilité génomique.   
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Figure 3. Présence de foci γ-H2AX à l’état basal dans les CD34+ de patients 
atteints de LMMC.  
Quantification des images d’immunofluorescence de foci γ-H2AX dans les CD34+ (contrôles, 
n=12; patients, n=21) à l’état basal. Chaque point des graphiques représente le pourcentage 
moyen de cellules positives (ayant 3 foci ou plus) compté dans au moins 50 cellules par 
contrôle ou patient. Moyenne +/- SEM. T.test. ***, P<0.001. 

 

Les RE déclenchent le développement d’une inflammation, pouvant perturber le 
fonctionnement des cellules. Des souris G3Terc-/- déficientes pour la télomérase 
ayant des caractéristiques similaires à des souris âgées ont une augmentation de 
l’expression des éléments L1, associée à une activation de la signalisation cGAS, de 
l’expression des gènes codant pour les IFN-I et des cytokines inflammatoires. Le 
traitement par un inhibiteur de la transcriptase inverse réduit la réponse IFN et 
l’inflammation et restaure la fréquence des CSH-LT, MPP dans les souris G3Terc-/-(Ying 
Wang et al. 2020).  

Les cytokines inflammatoires sont très élevées chez les patients LMMC (Niyongere et 
al. 2019). Pour créer un environnement inflammatoire, Wang et al. greffent de la moelle 
osseuse de souris NrasG12D ayant un phénotype similaire à la LMMC dans des souris 
déficientes pour la télomérase G3Terc-/-. Ils observent que le traitement par un 
inhibiteur de la transcriptase inverse chez les souris receveuses G3Terc-/- réduit 
l’inflammation, atténue l’altération de l’hématopoïèse et prolonge leur survie (Ying 
Wang et al. 2020).  

Ces résultats suggèrent l’implication des éléments L1 récents dans l’inflammation lors 
du vieillissement et aussi dans la LMMC. 

Bien que ces différents rôles de RE (transcriptomique, instabilité génomique, 
inflammation) soient impliqués dans le développement des tumeurs, ils créent 
également de la dépendance et sont ainsi une source de vulnérabilité pour les cancers.  
Les observations cliniques indiquent qu’environ 50% des cancers exprimant des 
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éléments L1 actifs présentent des mutations de TP53, ce qui suggère qu’ils ont réussi 
à les désarmer (Rodić et Burns 2013; Kelsey 2021). Ces données mettent en lumière le 
rôle suppresseur de tumeur des éléments L1 à partir d’un certain niveau de dommages 
à l'ADN et d’inflammation.  

 

Figure 4. Les rétro-éléments, deux rôles antagonistes : oncogène et suppresseur 
de tumeurs.  
Les RE en induisant des dommages à l’ADN, des altérations transcriptomiques et des 
changements métaboliques participent au développement de cancer. Ces altérations 
générées par les RE sont également capable d’activer des voies suppresseurs de 
tumeurs telles que l’activation de TP53, la réponse aux dommages à l’ADN (DDR, DNA 
Damage Response), l’induction d’une voie antivirale, qui conduisent suivant les cas à la mort 
des cellules, l’arrêt du cycle, la senescence, la clairance immunitaire, l’inflammation stérile.  

 

3. La coévolution entre les RE et les gènes immunitaires  
 

Des études récentes font resurgir la théorie selon laquelle les RE sont cooptés pour la 
régulation des gènes de l’hôte (Chuong, Elde, et Feschotte 2016). Au cours de 
l’évolution, la mobilisation des RE a entrainé la création d’un réseau de régulation qui 
a su s’adapter pour cohabiter avec les gènes de l’hôte. Non seulement les RE sont 
capables d’activer des facteurs de transcription des voies IFN et NF-κB  mais les gènes 
cibles de l’IFN et de NF-κB sont aussi des acteurs antiviraux qui éliminent les parasites 
génomiques exogènes et endogènes (les RE) et participent au contrôle immunitaire 
(Schneider, Chevillotte, et Rice 2014; Gazquez-Gutierrez et al. 2021). Par exemple 
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MER41 est localisé à 220 pb en amont de l’ISG AIM2 qui est impliqué dans la détection 
ADN-db cytosolique (Chuong, Elde, et Feschotte 2016). L’élément MER41 fournissant 
un site de liaison au facteur de transcription STAT1 est activé en réponse à l’IFN.  

A l’inverse, l’équipe a précédemment mis en évidence que la signalisation IFN-I 
dépendante de STAT1 et de STAT2 et induite par la TPO empêche l’expression des 
éléments L1 et leur rétro-transposition dans les CSH (Barbieri et al. 2018). Nous 
montrons que les éléments L1 récents dérégulés par l’irradiation et présents dans les 
introns des gènes ayant un rôle dans la fonction des CSH, abritent des sites de liaison 
NF-κB. De plus, nous mettons en évidence qu’en plus des gènes de maintenance des 
CSH, de nombreux gènes ayant un rôle dans les voies immunes (IFN, NF-κB, 
suppression des cellules T) tels que Birc2, Tnfrsf9, CD274 (PD-L1) font également partie 
des gènes présentant un élément L1Md intronique avec des sites NF-κB et dont 
l’expression est diminuée par l’irradiation. Le TNF-α, une cytokine pro-inflammatoire, 
capable d’activer la voie NF-κB, permet de restaurer le niveau de H3K9me3 au niveau 
des L1Md, favorisant l’expression des gènes de CSH. Ces résultats apportent un 
argument supplémentaire dans les relations causales entre les RE et les gènes 
immunitaires, ainsi que leur coévolution.  

Il est décrit que les gènes immunitaires présentent un nombre élevé de RE, ce qui 
suggérerait une pression de sélection ayant conduit à la cooptation des RE et des gènes 
afin d’accélérer la création des réseaux de régulation immunitaire au cours de 
l’évolution (Ye et al. 2020). Il est également observé un enrichissement des jeunes RE 
dans les régions actives des cellules sanguines en comparaison à d’autres tissus 
(Trizzino, Kapusta, et Brown 2018). Nous montrons que le motif NF-κB est 
spécifiquement enrichi dans les L1Md qui sont présents dans les gènes de la signature 
CSH et, dans les signatures « leucocytes » et « cellules myéloïdes » en comparaison aux 
gènes enrichis dans le placenta, les testicules, les glandes salivaires, les reins, le 
pancréas, le foie. Ces observations suggèreraient une sélection active des sites NF-κB 
dans les L1Md présents au niveau des gènes essentiels des CSH afin de renforcer 
l’immunité en engageant beaucoup de gènes. De plus, ce réseau de régulation 
permettrait de préserver les CSH tout en favorisant l’expression de gènes immunitaires 
par exemple au cours de la régénération myéloïde induite par le TNF-α/NF-κB 
(Yamashita et Passegué 2019). 

Les RE sont une arme à double tranchant qui sont bénéfiques pour l’hôte dans certaines 
situations et également néfastes dans d’autres circonstances. La signalisation 
inflammatoire induite par les RE est nécessaire au développement des CSPH durant 
l’embryogenèse (Lefkopoulos et al. 2020). Les CSH de patients atteints  de LAM ont des 
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niveaux élevés de TNF-α (Sanchez-Correa et al. 2013). On peut imaginer qu’en 
augmentant l’expression des éléments L1Md par des traitements épigénétiques dans 
ces CSH malades, cela pourrait altérer leur fonction et aboutir à leur mort cellulaire. Cet 
équilibre entre l’expression des RE et des gènes de l’hôte peut être également perturbé 
au détriment de l’hôte. Une suractivation de la voie IFN a été décrite dans des maladies 
auto-immunes telles que le syndrome d’Aicardi-Goutières qui est causé par 
l’accumulation d’ADN-db n’ayant pas pu être éliminés par l’exonucléase TREX1 mutée 
dans cette pathologie (Y. J. Crow et al. 2006; Stetson et al. 2008).  

Ces données mettent en lumière que la compréhension des relations complexes des 
RE avec l’hôte pourrait permettre de développer des approches thérapeutiques. 

 

4. Mécanismes d’échappement à l’effet suppresseur de 
tumeurs RE 

 

Les cellules cancéreuses développent des mécanismes de protection à l’effet 
suppresseurs de tumeur des RE. Les cellules souches leucémiques (CSL, CD34+CD38-

CD99-TIM3-) de LAM présentent un faible niveau global de l’expression de RE (ALU, 
ERVK, ERVL, ERV3 etc…) en comparaison à des CSH pré-leucémiques (CD34+CD38-

CD99+TIM3+) et des blastes leucémiques (CD99-TIM3- CD45mid SSChigh) (Colombo et al. 
2017). De plus, les SMD de haut grade ont une plus forte restriction d’expression des 
RE par rapport à des SMD de faible grade (Colombo et al. 2017). Les CSL de LAM ont 
également une inactivation des voies de l’immunité incluant les signatures de l’IFN et 
de NF-κb, qui pourraient être impliquées dans le mécanisme d’évasion immunitaire 
observé dans cette pathologie (Colombo et al. 2017). Dans la LAM, plusieurs acteurs 
épigénétiques sont identifiés comme des éléments majeurs dans l’échappement 
immunitaire à travers la répression des RE. Le développement et la maintenance de la 
LAM est dépendant de la répression des éléments L1 par MPP8, un composant du 
complexe épigénétique répresseur HUSH (Zhimin Gu et al. 2021). La hausse de SETDB1 
dans la LAM est impliquée dans le blocage de l’expression des RE, entrainant une 
inhibition de la voie IFN et de la mort cellulaire (Cuellar et al. 2017; Hansen et al. 2022).  
En effet, SETDB1 en régulant le niveau de H3K9me3 au RE joue un rôle critique dans la 
survie des cellules LAM (Cuellar et al. 2017). La marque H3K9me2 a aussi un rôle dans 
la protection des cellules LAM de l’activation de la voie IFN-I (T. C. Fang et al. 2012; 
Hansen et al. 2022). La stabilisation des H3K9 di-méthyltransférase G9A/GLP, impliquée 
dans la répression des RE et de l’inhibition de la signalisation IFN, nécessite la présence 
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de SUV39H1, démontrant une coopération des marques H3K9me3 et H3K9me2. La 
perte de SUV39H1 dans la LAM entraine un ralentissement de la prolifération des 
cellules cancéreuses (Hansen et al. 2022).  Nous observons que la hausse de H3K9me2 
dans les CD34+ de patients LMMC est corrélée à un faible niveau de transcrits de RE. 
L’analyse des gènes a révélé également une diminution des voies de signalisation              
TNF-α via NF-κB et IFN dans les CD34+ de patients LMMC par rapport à des sujets sains 
de même âge (non montré). L’inhibition directe des RE et la répression des 
signalisations IFN et TNF-α/NF-κB sont des mécanismes d’échappement à l’effet 
suppresseur de tumeurs qui sont étroitement liées et non exclusifs. En effet, H3K9me2 
peut restreindre l’expression des RE et ainsi empêcher l’activation des voies IFN et TNF-
α/NF-κb et/ou directement inhiber les gènes ayant un rôle dans ces voies tel que des 
interferon stimulated genes (ISG). Les données d’ATAC-seq en condition UNC0638 seul 
sont en cours d’analyses. Pour compléter ces résultats, des expériences de Cut&Tag 
H3K9me2 effectuées dans les CD34+ de patients LMMC au diagnostic et de sujets âgés 
sains sont également en train d’être étudiés afin de déterminer les changements dans 
l’intensité, la couverture et la localisation de cette marque au niveau des RE, des ISG et 
des gènes suppresseurs de tumeurs (GST).   

Dans les cancers solides, SETDB1 participe également à l’évasion immunitaire en 
réduisant le niveau d’antigènes rétroviraux codés par les RE (Griffin et al. 2021). KDM5B, 
une déméthylase de H3K4, impliquée dans le maintien du mélanome, recrute SETDB1, 
pour réprimer les RE et participe au blocage de l’induction d’une réponse immunitaire 
antitumorale (S.-M. Zhang et al. 2021). PRMT7, une protéine arginine 
méthyltransférase, joue aussi un rôle dans l’échappement immunitaire en régulant 
négativement la voie IFN (RIG-I, MDA5) et la présentation d’antigénique (Srour et al. 
2022) 

En dehors des acteurs épigénétiques, des protéines de régulation de la signalisation 
IFN sont impliqués dans l’évasion immunitaire. Il est décrit que les cellules LAM sont 
dépendantes à IRF2BP2 (Interferon Regulatory Factor 2 Binding Protein 2), une protéine 
qui réprime la signalisation IL1-β/TNF-α via NF-κB et ainsi empêche le déclenchement 
d’une signalisation inflammatoire intrinsèque à la cellule tumorale (Ellegast et al. 2022).  

La dépendance des cellules cancéreuses à certains acteurs épigénétiques et de la 
signalisation IFN crée de la vulnérabilité, ce qui ouvre de nouvelles opportunités 
thérapeutiques. 
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5. Causes de la résistance aux traitements hypométhylants de 
l’ADN (HMA) 

 

En 2015, deux équipes ont montré que l’efficacité antitumorale des agents 
hypométhylants de l’ADN (HMAs) pouvait être attribuée à l’induction d’un état mimant 
une infection virale, conséquence de la réactivation anormale de RE. En effet, les HMAs 
induisent la production d’ARN-db, causant une réponse IFN de type I et l’apoptose 
(Chiappinelli et al. 2015; Roulois et al. 2015). Bien que les HMA soient efficaces chez 
40-50% des patients atteint de LMMC et restaurent l’hématopoïèse, ils ne permettent 
pas d’éliminer le clone muté (Merlevede et al. 2016; Liapis et Kotsianidis 2021). Les 
patients LMMC initialement répondeurs aux HMA après 3 cycles de traitements 
rechutent avec une médiane de survie de 29 mois (12-37 mois) (Itzykson et al. 2018; 
Kwon 2021; Liapis et Kotsianidis 2021) 

Nos résultats mettent en évidence que le traitement individuel des HMA cible 
uniquement les progéniteurs des patients LMMC en culture liquide et en 
méthylcellulose, confirmant l’inefficacité de ces traitements sur les CSH. Une des 
raisons pouvant expliquer la résistance aux HMA est l’absence d’induction de RE (M. 
Walter et al. 2016; M. Liu et al. 2018; Hansen et al. 2022; Patel et al. 2022).  Bien que les 
RE soient réprimés par la méthylation de l’ADN, d’autres marques répressives telles que 
H3K9me2, H3K9me3, H3K27me3 peuvent être présentes et empêcher la dérépression 
des RE. Il faudrait mesurer le niveau des marques d’histone de l’hétérochromatine par 
immunofluorescence dans les CSH (CD34+CD38-CD90+) et dans les progéniteurs 
(CD34+CD38-CD90-) de patients LMMC au diagnostic afin de déterminer si la différence 
de sensibilité entre ces deux types cellulaires est due à une variabilité de l’état de 
l’hétérochromatine.  Il est également possible que les HMA en provoquant la perte de 
la méthylation de l’ADN induit un mécanisme de compensation par l’arrivée d’autres 
marques répressives qui peuvent elles-mêmes provoquer un retour de la méthylation 
de l’ADN aux RE [Figure 5].  

La résistance aux traitements HMA pourrait aussi par exemple être due à 
l’augmentation de l’expression de gènes codant pour des ARN hélicases, connus pour 
se lier et dégrader les transcrits de RE et des gènes de l’autophagie, ayant également 
un rôle dans l’élimination des RE. 
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Figure 5. Le switch épigénétique, un mécanisme de résistance aux HMAs.  
Etape 1 : Les gènes suppresseurs de tumeurs (GST) et les rétro-éléments sont déméthylés 
par les HMAs ; Etape 2 : Les marques d’histone H327me3, H3K9me2, H3K9me3 sont 
déposées sur les GST et les rétro-éléments pour compenser la perte de la méthylation de 
l’ADN et ainsi réprimer l’expression ; Etape 3 : La présence de ces marques d’histone peut 
favoriser le retour à la méthylation de l’ADN. 

 

L’hyperméthylation de l’ADN responsable notamment de la répression des GST est un 
facteur impliqué dans l’augmentation de la sévérité des pathologies hématologiques 
en particulier dans la progression des SMD vers la LAM (Y. Jiang et al. 2009). L’échec 
des traitements HMA dans l’élimination des clones mutés en plus d’être observé dans 
la LMMC et également visible dans les SMD (Unnikrishnan et al. 2017; Ali et al. 2018). 
Les cellules CD34+ de patients atteints de SMD répondeurs aux HMA sont enrichis en 
cellules progénitrices contrairement à celles des non-répondeurs (Unnikrishnan et al. 
2017). Les traitements HMA ciblent majoritairement des progéniteurs granulo-
monocytaires dans les SMD de haut grade et les LAM (Ali et al. 2018). Les patients 
LMMC répondeurs aux HMA présentent au diagnostic une forte expression des gènes 
associées au cycle cellulaire dans les CD34+ probablement contribuant à l’efficacité de 
l’incorporation des HMA (Meldi et al. 2015). Les CSH à la différence des progéniteurs 
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sont moins prolifératives que les progéniteurs, ce qui pourrait expliquer la résistance 
aux HMA des CSH. 

L’inefficacité des HMA sur les CSH pourrait être due à la capacité intrinsèque de ces 
cellules à être résistantes aux infections virales.  Les cellules souches y compris les CSH 
ont une réponse à l’IFN-α atténuée mais maintiennent de manière constitutive des 
niveaux élevés d’ISG ayant un rôle de de protection antivirale (X. Wu et al. 2018; Barbieri 
et al. 2018). Tandis que les cellules différenciées ont une forte sensibilité à l’IFN, 
permettant d’induire des ISGs en cas d’infection et une résistance virale (X. Wu et al. 
2018). Les cellules souches sont intrinsèquement protégées par la forte expression 
d’ISG car elles ont un microenvironnement souvent proche du sang qui augmente les 
risques d’exposition à des pathogènes (Doetsch et al. 1999; Kiel et al. 2005). De plus le 
potentiel antiviral est plus fort avec une expression constitutive des ISG, maintenant un 
état antiviral efficace qu’avec une stimulation par l’IFN (X. Wu et al. 2018). La faible 
sensibilité des cellules souches à l’IFN pourrait être expliquée par trois raisons. 
Premièrement, l’IFN pouvant stimuler la différenciation risquerait d’atténuer le pool de 
cellules souches (Hertzog, Hwang, et Kola 1994). Deuxièmement, selon le type de 
cellules souches, l’IFN-α peut avoir un effet anti-prolifératif  qui est incompatible avec 
la fonction d’auto-renouvellement des cellules souches, de régénération tissulaire 
(Borden, Hogan, et Voelkel 1982). Dans le cas des CSH, l’IFN a un effet plutôt pro-
prolifératif qui peut conduire à l’épuisement du pool de CSH quiescentes et également 
favoriser l’accumulation de dommages à l’ADN, ce qui peut altérer le potentiel des CSH 
(Barbieri et al. 2018). Troisièmement, l’IFN-α peut aussi sensibiliser les cellules à 
l’apoptose suite à une infection virale, ce qui peut être néfaste pour les cellules souches 
qui seraient amenées à exprimer des gènes apoptotiques (de Veer et al. 2001; X. Wu et 
al. 2018). Les cellules différenciées expriment des ISG de façon inductible et non 
intrinsèquement car la détection et la réponse face aux pathogènes dans ces cellules 
ne sont pas uniformes (X. Wu et al. 2018). Cela permet à l’hôte de libérer un spectre 
complet d’ISG afin d’atténuer l’infection locale et la propagation du virus (X. Wu et al. 
2018). Ainsi les CSH de patients LMMC serait résistantes aux HMA car elles sont 
capables de supporter des forts niveaux de RE et ont une faible sensibilité à l’IFN, 
contrairement aux progéniteurs.  

Les traitements HMA utilisés pour corriger les cytopénies chez les patients atteints de 
SMD peuvent accentuer la thrombocytopénie. Le traitement des patients SMD par 
Eltrombopag, un analogue de la thrombopoïétine (TPO) afin de remonter le taux de 
plaquettes en combinaison avec des HMA est contre-productif. En effet, il pourrait 
avoir un antagonisme pharmacodynamique entre l’AZA et l’Eltrombopag (Dickinson et 
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al. 2016). La TPO est une cytokine qui a un rôle important dans la prolifération des 
mégacaryocytes et la formation des plaquettes mais aussi dans le maintien et l’auto-
renouvellement des CSH tout au long de la vie. De plus elle est capable d’induire une 
réponse antivirale de type IFN-I via STAT1 et STAT2 et de bloquer les RE dans les CSH 
murines ayant subi un stress tel que l’irradiation (Barbieri et al. 2018). Dans les CSH, la 
TPO est beaucoup plus efficace pour induire des ISG que l’IFN-α. L’inverse est observé 
dans les CSPH (données du laboratoire non publié), en accord avec les résultats de Wu 
et al. (X. Wu et al. 2018). La résistance aux HMA des patients LMMC pourrait ainsi être 
due à un défaut de la signalisation TPO dans les CSH, notamment une augmentation 
importante de la voie STAT1 par rapport aux voies de signalisation impliquées dans la 
mégacaryopoïèse telles que STAT5 et MAPK. Dans le but de vérifier cette hypothèse, 
l’étude du niveau d’expression des différents acteurs de la signalisation TPO tels que 
MPL, JAK2, TYK2 (dont l’activation est partagée par l’IFN-α, pSTAT1/5, MAPK) dans les 
CSH de patients répondeurs et non répondeurs aux HMA pourrait être effectuées par 
RT-qPCR. Il serait également intéressant de déterminer si la TPO est capable de 
moduler l’activité des enzymes G9A/GLP et l’apposition de la marque H3K9me2 aux RE 
dans les CSH de LMMC. 

 

6. Autres stratégies thérapeutiques pour améliorer la réponse 
immune induite par les HMA 

 
Les traitements HMA sont connus pour empêcher la prolifération cellulaire mais ils ne 
tuent pas nécessairement (Pappalardi et al. 2021). La hausse de H3K9me2 dans les 
CSPH des patients LMMC laisse penser que cette marque pourrait empêcher une 
augmentation importante des RE, ce qui permettrait aux cellules tumorales d’échapper 
à la mort après traitement avec les HMA. En effet, nous démontrons que la combinaison 
(DAC, un HMA et UNC0638, un inhibiteur de G9A/GLP) permet de déclencher non 
seulement une réponse antiproliférative et également une réponse de mort cellulaire, 
aboutissant in fine à la réduction, voire à l’élimination du clone muté. Nos résultats 
mettent en évidence que les CSPH (CD34+) de patients LMMC présentent une baisse 
de clonogénicité en méthylcellulose, de survie et de prolifération en culture liquide en 
présence de la combinaison (DAC et UNC0638) mais pas des traitements seuls. Après 
4 jours de culture, nous montrons que le double traitement (DAC et UNC0638) dans 
les CD34+ de patients entraîne de façon synergique une augmentation importante de 
l’accessibilité de la chromatine au niveau des ERV, associée à une forte expression de 
leur ARN en comparaison aux traitements individuels. De façon intéressante, deux jours 



205 
 
 

après le retrait du DAC les CD34+ de patients LMMC présentent une hausse de 
H3K9me2 qui est empêchée par les inhibiteurs de G9A/GLP. De plus le retrait du DAC 
pendant les deux derniers jours de culture semble conduire à une reméthylation de 
l’ADN, du moins au niveau des LINE (dont la méthylation est mesurée dans le test 
utilisé). Le double traitement (DAC et UNC0638) semble empêcher cette reméthylation 
de l’ADN tandis que les traitements individuels n'altèrent pas le niveau de méthylation 
de l’ADN. Ces résultats suggèreraient que les CSPH malignes développent des 
mécanismes de protection de la déméthylation de l’ADN, par un gain de la marque 
H3K9me2, qui permettrait de maintenir une répression des gènes suppresseurs de 
tumeurs (GST) et de RE et/ou qui favoriserait également la reméthylation de l’ADN. Ces 
résultats sont en accord avec les données de Schones et al. qui montrent que la marque 
H3K9me2 se trouve au niveau des régions géniques déméthylées dans les CD34+ 
(Schones et al. 2014). Des expériences de séquençage au bisulfite du génome entier et 
des CUT&Tag de H3K9me2 dans les différentes conditions de traitements pourront 
permettre d’étudier à l’échelle génomique ce mécanisme de compensation entre la 
méthylation de l’ADN et H3K9me2. Une attention particulière sera donnée aux régions 
contenant des GST, des RE et des ISG. Ce mécanisme de compensation a également 
été décrit dans d’autres cancers, majoritairement dans des lignées cellulaires et dans 
des modèles de souris (San José-Enériz et al. 2017; M. Liu et al. 2018; Segovia et al. 
2019; Hansen et al. 2022). 

Nos résultats mettent en évidence que la combinaison a permis de cibler à la fois les 
CSH et les progéniteurs des patients LMMC. Les CSH de LMMC pourraient présenter 
un fort niveau de H3K9me2 en comparaison aux progéniteurs, ce qui les rendraient 
résistantes aux HMA seuls mais sensibles à la combinaison (HMA et inhibiteurs de 
G9A/GLP). Pour tester cette hypothèse, il est possible de mesurer par 
immunofluorescence le niveau de H3K9me2 dans les CSH et dans les progéniteurs de 
patients LMMC au diagnostic.  

Dans la LMMC, tous les patients, à une exception près, présentent une augmentation 
très forte de la marque H3K9me2. Dans d’autres pathologies, d’autres marques 
répressives pourraient jouer le rôle bloqueur de RE. Notamment la perte de la 
méthylation de l’ADN peut être aussi associée à une augmentation de H3K27me3 (M. 
Walter et al. 2016; Ishak, Classon, et De Carvalho 2018; Patel et al. 2022).  Il existe 
également une synergie entre le maintien de l’acétylation des histones et la 
déméthylation de l’ADN. Dans des lignées cancéreuses solides et leucémiques, la 
déméthylation de l’ADN par les HMA ou l’inhibition des HDAC (HDACi) est suffisante 
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pour déclencher une faible expression des RE LTR12C mais le double traitement (HMA 
et HDACi) est nécessaire pour une activation complète de ces RE (Brocks et al. 2017). 

La hausse des transcrits des ERV dans les CD34+ de patients LMMC est corrélée par 
une forte production d’ARN-db suite au traitement par la combinaison (DAC et 
UNC0638) en comparaison à l’absence de traitement et aux traitements individuels. Le 
double traitement (DAC et UNC0638) entraîne un enrichissement de la voie IFN chez 
les patients, caractérisé par une forte expression d’ISG en particulier des protéines IRF3, 
IRF7, STAT1. Une activation de cette signalisation IFN est montrée par une 
augmentation de la forme phosphorylée de STAT1 (pSTAT1) par la combinaison (DAC 
et UNC0638). De plus, une hausse significative des transcrits du gène IFN1B codant 
pour l’IFN-β est induite par le double traitement (DAC et UNC0638) dans les CD34+ de 
patients LMMC. Le blocage du récepteur à IFN-I restaure la capacité clonogénique des 
CD34+ de patients en présence de la combinaison (DAC et UNC0638), suggérant 
l’implication de la voie IFN dans la mort des cellules de patients LMMC. 

La voie RIG-I/MDA5 impliquée dans la détection d’ARN-db a un rôle important durant 
le développement pour la génération de CSH (Lefkopoulos et al. 2020). Il serait 
intéressant de déterminer si cette voie est conservée dans les CSH adultes et dérégulée 
dans les leucémies. Suivant le type de cancer, la déplétion de PKR, de TLR3 et de MAVS, 
des senseurs des ARN-db, ou la perte individuelle de MDA5, MAVS, ou IRF7, réduit 
significativement la réponse IFN induite par l’AZA, suggérant la nécessité de l’activation 
ces acteurs dans les effets anti-tumoraux des HMAs (Chiappinelli et al. 2015; Roulois et 
al. 2015; Patel et al. 2022).  Dans le but de déterminer si la voie de détection et 
d’élimination des ARN-db est impliquée dans l’efficacité de la combinaison 
DAC+UNC0638 dans les CD34+ de patients LMMC, des expériences d’inactivations 
(siRNA, shRNA) de l’expression des senseurs des ARN-db, tels que que MDA5, MAVS, 
RIG-I pourraient être réalisées. 

Le double traitement a maintenu l’accessibilité de la chromatine au niveau des 
éléments L1. Or la dérépression des éléments L1 peut entrainer l’accumulation d’ADN-
db cytosoliques (De Cecco et al. 2019; Simon et al. 2019). La mesure du niveau d’ADN-
db peut être effectué par immunofluorescence et permettrait de déterminer si cette 
voie est impliquée dans l’induction de la voie IFN-I et de la mort cellulaire suite à la 
combinaison, HMA et inhibiteurs de G9A/GLP. Il est également possible de cibler des 
acteurs de la voie cGAs/STING pour confirmer ces résultats. Il serait intéressant de 
déterminer si au moins une de ces voies de détection des ARN-db ou ADN-db est 
dérégulée dans les leucémies. 
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Bien que les données ne soient pas encore très claires et que cela dépende des tissus, 
un certain nombre de publications rapportent que tous les RE ne sont pas égaux en 
termes de capacité à provoquer une réponse immune antivirale. Il a été montré que les 
éléments L1, notamment les éléments L1 actifs les plus récents induisent la voie IFN-I 
dans les cellules sénescentes et sont associés à l’augmentation de l’inflammation au 
cours du vieillissement (De Cecco et al. 2019) 

Le mécanisme de répression des RE avec des LTR dépend de l’âge évolutif des LTR 
(Ohtani et al. 2018). Des analyses des données de l’épigénome et du transcriptome de 
quatre lignées cancéreuses mettent en évidence que les jeunes LTR tendent à être riche 
en CpG et ainsi à être principalement réprimés par la méthylation de l’ADN, tandis que 
les LTR avec un âge intermédiaire sont associés essentiellement avec des modifications 
d’histones dont la méthylation de H3K9 (Ohtani et al. 2018). Les jeunes LTR peuvent 
être réactivés par des HMA seuls, mais leur niveau d’expression est considérablement 
augmenté par la combinaison d’un HMA et d’une perte de l’une des enzymes KMT 
H3K9 ou de la KMT H3K27, EZH2 (Ohtani et al. 2018). Les LTR d’âges intermédiaires, 
présentant des densités CpG plus faibles, ne sont pas augmentés par les HMA mais 
elles sont sensibles à la déplétion des KMT H3K9. Il serait intéressant d’étudier l’âge 
des LTR et LINE-1 ouverts (ATAC-seq) et exprimés (RNA-seq) dans les CSPH des 
patients LMMC par rapport aux sujets sains ainsi que par les traitements seuls ou en 
combinaison.  

La stratégie de combinaison de drogues générant un état mimant une infection virale 
telles que les HMA ou HDACi avec des inhibiteurs des points de contrôles immunitaires 
est à l’heure actuelle étudiée dans plusieurs essais cliniques et pourraient améliorer le 
pronostic des patients (Attermann et al. 2018; Loo Yau, Ettayebi, et De Carvalho 2019). 
Des résultats des essais cliniques de phase II combinant les HMA avec des inhibiteurs 
de PD-1/PD-L1 donnent des résultats mitigés sur des patients LAM et SMD en rechute 
après avoir reçu des HMA (Daver et al. 2019; Chien et al. 2021). Des effets plus 
prometteurs ont été observés chez des patients n’ayant jamais été traité aux HMA. Une 
possibilité serait que les cellules de patients traitées au préalable par les HMA apposent 
la marque H3K9me2 sur PD-L1 conduisant à un switch épigénétique qui fermerait de 
façon définitive la chromatine à ce gène et donc sont moins susceptibles de répondre 
à des inhibiteurs de PD-L1. 

L’expression aberrante de RE entraine la production accrue d’isoformes de protéines 
tronquées créant des néo-épitopes. Ils peuvent dériver de plusieurs classes de RE : les 
ERV, LINE, SINE, SVA (Kong et al. 2019; Bonté et al. 2022). Les néo-épitopes sont 
présentés à la surface de la cellule et reconnus par les lymphocytes T, entraînant la 
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mort de la cellule (C. C. Smith et al. 2019; Jones et al. 2019). Dans les cellules souches 
et les blastes leucémiques, la présentation d’un fort niveau d’antigènes spécifiques de 
la LAM, issus principalement des modifications épigénétiques et d’épissage anormal 
(rétention d’introns) est corrélée avec une meilleure survie du patient (Ehx et al. 2021). 
Elle est associée à une abondance de lymphocytes T cytotoxiques CD8+ activés. En 
collaboration avec S. Depil, nous allons identifier des antigènes spécifiques de la LMMC 
(après les traitements DAC et UNC0638) capables de générer une réponse T. Ces 
travaux pourront ouvrir des perspectives thérapeutiques notamment grâce au 
développement de vaccins et thérapies cellulaires ciblant ces antigènes tumoraux 
(Bonaventura et al. 2022; Alcazer et al. 2022).  

Une autre stratégie pour éviter l’échappement à l’immunité est de cibler FTO, une 
déméthylase de l’ARN qui enlève la marque m6A. Fortement surexprimée dans les LAM, 
elle joue un rôle oncogène notamment en maintenant l’auto-renouvellement des 
cellules souches cancéreuses (Zejuan Li et al. 2017). L’inhibition de FTO retarde le 
développement d’une LAM dans des souris greffées avec des cellules leucémiques et 
prolonge leur survie (R. Su et al. 2020). La perte de FTO sensibilise les cellules 
leucémiques à la cytotoxicité des cellules T et empêche l’évasion à l’immunité induite 
par les HMA, en réduisant l’expression d’inhibiteurs de points de contrôles 
immunitaires en particulier LILRB4 (R. Su et al. 2020). 

La radiothérapie crée des dommages à l’ADN qui peuvent générer de l’ADN-db et 
activent la voie cGAS-STING, aboutissant à une réponse IFN (T. Li et Chen 2018). La 
LMMC est une pathologie à faible taux de mutations. Il pourrait être intéressant sans 
nécessairement traiter les patients par radiothérapie, de combiner des médicaments 
créant des dommages à l’ADN et des HMA afin d’amplifier la réponse IFN.  

Fabriquer de meilleurs HMA, moins toxiques, est également une stratégie pour 
améliorer la réponse thérapeutique. Les HMA tels que la DAC et l’AZA sont connus 
pour être toxiques sur les cellules sanguines saines, ce qui limite les doses 
administrables aux patients (Derissen, Beijnen, et Schellens 2013). En effet, la DAC et 
l’AZA, s’incorporent dans l’ADN et piègent les DNMT1, DNMT3a et DNMT3b de façon 
covalente à l’ADN, créant des dommages à l’ADN. Un inhibiteur sélectif de l’ADN 
méthyltransférase de maintenance DNMT1 appelé GSK3685032, pouvant être pris par 
voie orale, s’est révélé efficace pour réduire les tumeurs et améliorer la survie des 
modèles de souris LAM, sans induire de toxicité hématologique (Pappalardi et al. 2021). 
GSK3685032 est une petite molécule qui entre en compétition avec le site actif de 
DNMT1 pour se loger dans l’ADN hémi-méthylé. Elle permet de déméthyler l’ADN et 
augmenter l’expression des gènes sans induire de dommages à l’ADN.  
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7. Prédiction de la réponse aux traitements épigénétiques 
 

L’étude du niveau de H3K9me2 par des expériences d’immunofluorescence ou par 
cytométrie en flux dans les CD34+ de patients LMMC au diagnostic et après avoir reçu 
un traitement par des HMA pourrait permettre de déterminer si cette marque 
épigénétique est capable de prédire la réponse clinique aux HMA. On pourrait 
supposer qu’un patient non répondeur au HMA avec un fort niveau de H3K9me2 serait 
plus susceptible à répondre à la combinaison HMA et inhibiteurs de G9A/GLP. Il 
faudrait également voir si dans d’autres pathologies proches telles que les NMP, les 
SMD ou la LAM si les marques d’hétérochromatine (H3K9me3, H3K9me2, H3K27me3) 
peuvent être un facteur pronostic à la réponse au HMA et à la combinaison (HMA et 
inhibiteurs de G9A/GLP). Ces résultats permettront aussi de déterminer si la hausse de 
H3K9me2 dans les CSPH de patients LMMC est spécifique de cette maladie.  

Bien que les données transcriptomiques mettent en évidence un enrichissement 
négatif de la voie IFN dans les CD34+ de patients LMMC au diagnostic en comparaison 
à des sujets sains, nous avons observé au sein des patients, deux groupes, un groupe 
présentant un enrichissement positif de la signature IFN et l’autre négatif (7/16 patients 
IFNhigh vs 9/16 patients IFNlow). Ces deux groupes de patients ont un profil métabolique 
très différent. En effet, les patients IFNhigh ont un enrichissement positif de la voie de la 
phosphorylation oxydative, de la voie de synthèse protéique contrairement aux 
patients IFNlow. On peut imaginer que des CSPH de patients IFNhigh seront plus aptes à 
répondre à des traitements épigénétiques induisant une réponse immune antivirale.  

Les patients atteint de LAM, porteurs de la mutation DNMT3AR822H, traité par l’AZA suivi 
d’une chimiothérapie standard ont une survie prolongée (Scheller et al. 2021). La 
mutation DNMT3AR822H induit une hypométhylation des RE, corrélée à une 
augmentation de la formation d’ARN-db. Cet état de mimétisme viral préexistant 
contribue à la sensibilité des cellules DNMT3AR822H LAM à l’AZA (Scheller et al. 2021). 
Dans la LMMC, les mutations affectant DNMT3A représentent seulement 5% des 
patients, ce qui ne permettra pas de prédire la réponse aux traitements chez tous les 
patients. De plus, nous n’avons pas identifié de corrélation entre la sensibilité aux 
traitements (DAC+UNC0638) et les mutations somatiques dans les CD34+ de patients 
LMMC.  
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8. Etudes pré-cliniques effectuées sur des modèles de souris 
LMMC 

 

Le gène TET2 est retrouvé fréquemment muté avec l’âge et également dans la LMMC. 
Nous avons mis en évidence que les CSH Tet2-/- murines ont une hausse rapide de la 
marque H3K9me2 (8-10 mois) avec l’âge avant même le développement de signes 
cliniques. A cet âge, même s’il n’y a pas de signes cliniques évidents, les paramètres 
hématologiques et la clonogénicité des CSPH sont déjà modifiés par rapport à des 
souris WT du même âge et par rapport aux souris Tet2-/- jeunes. L’augmentation de 
H3K9me2 s’accompagne d’une sensibilité sélective à la combinaison HMA et 
inhibiteurs de G9A/GLP in vitro. Afin de tester l’effet du CM-272 sur la capacité de 
reconstitution et d’auto-renouvellement des CSH mutées par rapport aux CSH 
sauvages et donc de déterminer si ce traitement pouvait éradiquer les CSH mutées de 
façon sélective comme nous l’avons observé chez les patients, nous avons réalisé des 
greffes compétitives (20% Tet2-/- et 80% Tet2+/+) et traité les animaux 1 mois après 
reconstitution. Toutes les souris greffées ont développé une inflammation au niveau 
de l’abdomen et ont dû être euthanasiées. En parallèle, nous avons traité des souris 
contrôles n’ayant pas été greffées et donc qui n’avaient pas au préalable subit 
d’irradiation létale afin d’étudier la toxicité du CM-272. Il s’est avéré que ces souris 
contrôles n’ont pas eu d’inflammation. Ce résultat suggère que l’irradiation pourrait 
créer des lésions intestinales qui amèneraient à une mauvaise assimilation du 
traitement et à sa toxicité, ce qui rendait inutilisable cette drogue dans ces expériences.  

Nous nous sommes donc tournés vers des essais du traitement CM-272 sur des souris 
Tet2-/- natives âgées de 8-10 mois qui présentent déjà certains défauts hématologiques 
et ont une augmentation de H3K9me2. Nos résultats préliminaires montrent que 
l’injection de CM-272 dans ces souris Tet2-/- âgées de 8-10 mois restaure les 
paramètres hématologiques notamment la monocytose, l’augmentation de la 
proportion de monocytes MO1 caractéristique de la LMMC et la dysplasie des 
neutrophiles, au niveau observé dans les souris WT du même âge et à des souris                  
Tet2-/- jeunes. De plus, le traitement in vivo a aussi permis d’inhiber l’augmentation de 
la prolifération et la clonogénicité des Lin- observées chez les souris Tet2-/- âgées. Ces 
données suggèrent que la combinaison HMA et inhibiteurs de G9A/GLP pourrait 
ralentir le développement d’un phénotype LMMC. Des expériences de reconstitutions 
compétitives avec les moelles de ces souris sont en cours pour déterminer si le 
traitement a aussi eu un impact sur l’avantage compétitif et l’auto-renouvellement des 
CSH Tet2-/-. 
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Les inconvénients du modèle de souris Tet2-/- sont la longue période de latence et la 
pénétrance variable du développement de la maladie. Notre laboratoire a développé 
un modèle de souris Tet2-/- Srsf2wt/P95H présentant les deux mutations les plus 
fréquentes de la pathologie. Après la transplantation, ces souris développent un 
phénotype proche de la LMMC, caractérisé par un biais vers la lignée myéloïde aux 
dépens de la lignée lymphoïde, un enrichissement des monocytes de type MO1 
(Ly6Chigh), une anémie et une thrombopénie. L’utilisation d’une nouvelle combinaison 
BIX-01294 (un inhibiteur de G9A/GLP tolérable in vivo) et de l’AZA sont en cours sur 
des souris Tet2-/- et Tet2-/- Srsf2wt/P95H.  Nous étudierons également l’effet du double 
traitement BIX-01294 et de l’inhibiteur spécifique de DNMT1, GSK3685032, sur ces 
souris.   

Nous verrons si ces combinaisons permettent de corriger le phénotype LMMC 
(dysplasie, monocytose) de ces souris en effectuant des greffes non compétitives. Nous 
étudierons l’effet des traitements sur les cellules mutées et sauvages en réalisant des 
greffes compétitives. Enfin, nous nous pencherons aussi sur le microenvironnement 
afin d’observer si les traitements ont permis de créer un environnement favorable à 
l’infiltration des cellules immunitaires dans la moelle (les lymphocytes T CD8+, les 
lymphocytes T régulateur FOXP3+, les cellules natural killer CD56+) et de produire de 
l’IFN. 

Des modèles de souris PDX (patient-derived xenograft) greffées avec des cellules de la 
moelle osseuse de patients LMMC ont également été traité par le CM-272 mais les 
résultats sont avérés décevants, soit à cause de la toxicité de cette drogue et/ou à cause 
de problèmes immunologiques. En effet, les souris PDX ne sont pas de bons modèles 
dans notre étude puisque si notre combinaison nécessite l’induction d’une réponse 
immune, elle ne pourra pas être visible dans des souris immunocompétentes. 
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Conclusions   
 

L’hétérochromatine est le « gardien » des cellules souches hématopoïétiques (CSH) en 
les protégeant d’une instabilité génomique et d’une dérégulation du transcriptome 
incluant les rétro-éléments (RE). Elle garde en mémoire toutes les anomalies que les 
CSH ont pu subir. Dans les cancers, les RE sont le plus souvent réprimés pour éviter 
l’induction de voies suppresseurs de tumeurs (Kelsey 2021).  

Les RE sont des « armes double tranchant », ayant un rôle à la fois bénéfique dans la 
fonction des CSH et également nocif dans certains contextes.   

 

Dans un modèle de vieillissement prématurée induit par l’irradiation, la perte d’une 
marque de l’hétérochromatine H3K9me3 dans les CSH est responsable de la 
dérépression d’un ensemble particulier de RE LINE-1 récents introniques abritant des 
sites NF-κB qui participent aux altérations fonctionnelles. Dans les CSH, les éléments 
L1 récents actif suite à un stress ou avec l’âge, induisent l’activation des voies 
suppresseurs de tumeurs tel que la réponse interféron (IFN), la voie P53… qui 
permettent en retour d’empêcher la prolifération des cellules ayant accumulées des RE 
en provoquant l’arrêt du cycle cellulaire, la senescence, ou même la mort cellulaire 
[Scénario 1]. 

Bien que la majorité des cellules sans doute meurent du fait de cette lutte incessante 
entre les rétro-éléments et les voies suppresseurs de tumeurs, des cellules 
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subsisteraient en petit nombre et pourraient subir une pression de sélection. Ces 
cellules anormales restantes développeraient des mécanismes de résistances à l’effet 
suppresseurs de tumeurs des RE comme l’augmentation des marques de 
l’hétérochromatine (ex. H3K9me2) et/ou la modulation des voies IFN et P53 pour 
persister [Scénario 2]. 

Les CSH de patients LMMC présentent un remodelage de l’hétérochromatine accentué 
par rapport à des sujets sains d’âges similaires, caractérisée par une perte de H3K9me3 
et un gain de H3K9me2. De plus, une hausse de H3K9me2 est observée dans les CSH 
Tet2-/- murines avec l’âge avant même le développement d’une LMMC. Une possibilité 
serait que les cellules Tet2-/- ont développé un mécanisme de résistance avec l’âge or 
lors des stress par rapport à des cellules WT, et sont ainsi mieux équipées dans un 
environnement âgé. Les cellules mutées deviennent dépendantes à la hausse de 
H3K9me2, ce qui crée des vulnérabilités.  

Nous démontrons que la combinaison d’un traitement ciblant deux acteurs de 
l’hétérochromatine, H3K9me2 et la méthylation de l’ADN, permet d’induire l’expression 
des RE, de l’IFN et la mort des CSPH LMMC et également de freiner le développement 
de la LMMC dans les souris Tet2-/- murines.   

Ainsi retourner « l’arme », les RE contre les cellules cancéreuses en agissant sur leur 
« gardien » l’hétérochromatine pourrait être une stratégie pour vaincre ces cellules 
malignes.  
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Résumé : Avec l’âge, le tissu hématopoïétique se 
détériore. Les cellules souches hématopoïétiques (CSH) 
accumulent des mutations, ont une réduction de leur 
capacité de reconstitution et une différenciation biaisée 
vers la lignée myéloïde. La perte de l’immunité adaptative 
et l’augmentation de l’inflammation, favorisent 
l’émergence d’hémopathies myéloïdes.  

L’hétérochromatine est un état condensé de l’ADN défini 
par les marques H3K9me2, H3K9me3, H3K27me3 et la 
méthylation de l’ADN. La réorganisation de 
l’hétérochromatine est un changement fréquemment 
signalé dans le vieillissement. Notamment, dans les CSH, 
la baisse de H3K9me3 avec l’âge est associée à une perte 
du potentiel de différenciation vers la lignée lymphoïde B. 
L’hétérochromatine a un rôle majeur dans la répression 
des rétro-éléments (RE) qui sont des séquences répétées 
capable d’altérer le génome et de modifier le 
transcriptome. L’équipe a récemment montré que les 
CSH de souris expriment des niveaux élevés de RE qui 
peuvent se mobiliser et altérer leur fonction de 
reconstitution dans le cadre d’un vieillissement 
prématuré induit par l’irradiation (IR). Les objectifs de 
mon projet de thèse sont d’analyser l’hétérochromatine 
et le rôle des RE dans : 1/ la transcription et la fonction 
des CSH murines lors de l’IR ; 2/ une situation 
pathologique du vieillissement : la leucémie 
myélomonocytaire chronique (LMMC) et de proposer une 
application thérapeutique.   

Nous montrons que l’IR contribue directement à la perte 
de H3K9me3 qui est responsable de l’expression accrue 
de RE. De plus, nous rapportons que les altérations 
transcriptomiques observées dans les CSH lors de l'IR, 
notamment la perte de la signature CSH, est associée à la 
dérépression d'un ensemble particulier de RE 
introniques : des éléments LINE-1 récents abritant des 
sites de liaison NF-B, présents au sein des gènes des 
CSH. Nous révélons aussi que la voie TNF-α/NF-B/LINE-
1 est impliquée dans le contrôle des gènes de CSH en cas 
de stress dû à l’IR.  

La LMMC est une maladie clonale de la CSH contre 
laquelle il n’existe aucun traitement curatif. Les agents 
hypométhylants de l’ADN (HMA) sont efficaces chez 
40% des patients LMMC mais leur effet est transitoire 
et le clone muté est toujours présent. Dans certains 
cancers, les HMA tuent les cellules tumorales en 
induisant une réponse immune via la dérépression des 
RE mais cette réponse n’a jamais été démontrée dans 
la LMMC.  Bien que des défauts dans la répression des 
RE participent au développement des tumeurs, les 
cellules cancéreuses deviennent dépendantes des RE, 
créant de la vulnérabilité. En effet, la forte hausse de RE 
par exemple par des HMA induit la formation d’ARN-db 
déclenchant la production d’interféron de type I (IFN-I) 
et une réponse immune anti-tumorale. Une expression 
insuffisante de RE due à un blocage épigénétique dans 
les CSH de LMMC pourrait expliquer la résistance aux 
HMA.  

Nous rapportons pour la première fois que les CSH et 
progéniteurs (CSPH) de patients atteints de LMMC ont 
des défauts globaux de l’hétérochromatine dont une 
hausse de H3K9me2 par rapport aux cellules de sujets 
sains âgés. Nous avons émis l’hypothèse que cette 
hausse de H3K9me2 pourrait bloquer une induction 
importante des RE par les HMA. En effet, le traitement 
des CSPH de LMMC avec des HMA et des inhibiteurs de 
H3K9me2 diminue leur clonogénicité en 
méthylcellulose ainsi que leur survie et leur 
prolifération dans des cultures liquides à l’échelle 
unicellulaire, de façon synergique. De plus, le double 
traitement réduit voire même éradique les clones 
mutés des patients LMMC. Cet effet implique 
l'induction des RE, d’IFN-I et d’une signalisation 
antivirale dans les CSPH LMMC.   

Ainsi les modifications de l’hétérochromatine 
observées avec l’âge et dans les maladies du 
vieillissement ont un impact majeur dans la 
dérégulation des RE et dans les anomalies 
fonctionnelles des CSH. La prise en compte de ces 
changements est cruciale pour découvrir de nouveaux 
traitements de ces pathologies. 
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Abstract : With age, the hematopoietic tissue 
deteriorates. Hematopoietic stem cells (HSCs) 
accumulate mutations, have a reduced capacity for 
reconstitution and a biased differentiation towards 
the myeloid lineage. The loss of adaptive immunity 
and increased inflammation favor the emergence of 
myeloid malignancies.  

Heterochromatin is a condensed state of DNA 
defined by H3K9me2, H3K9me3, H3K27me3 and 
DNA methylation. Its reorganization is a frequently 
reported change in aging. Notably, in HSCs, the 
decrease in H3K9me3 with age is associated with a 
loss of differentiation potential to the B lymphoid 
lineage. Heterochromatin has a major role in the 
repression of retroelements (REs). REs are repeated 
sequences capable of altering the genome and 
modifying the transcriptome. The team has recently 
shown that mouse HSCs express high levels of REs 
that can mobilize and alter their reconstitution 
function in the context of irradiation-induced 
premature aging (IR). The objectives of my thesis 
project are: 1/ to analyze the HSC heterochromatin 
state and the role of REs in: 1/ transcription and 
function of murine HSCs during IR; 2/ a pathological 
disease of aging: chronic myelomonocytic leukemia 
(CMML), and to propose a therapeutic application.   

We show that IR directly contributes to the loss of 
H3K9me3 which is responsible for the increased 
expression of REs. Furthermore, we report that the 
transcriptomic alterations observed in HSCs during 
IR, including the loss of the HSC signature, is 
associated with the derepression of a particular set 
of intronic REs: recent LINE-1 elements harboring 
NF-B binding sites, present within HSC genes. We 
also reveal that the TNF-α/NF-B/LINE-1 pathway is 
involved in the control of HSC genes under IR stress. 

CMML is a clonal disease for which there is no 
curative treatment. DNA hypomethylating agents  

(HMAs) are effective in 40% of CMML patients but 
their effect is transient and the mutated clone is 
not eradicated. In some cancers, HMAs kill tumor 
cells by inducing an immune response via 
derepression of REs. Indeed, although defects in 
RE repression participate in tumor development, 
cancer cells become dependent on REs, creating 
vulnerability. Indeed, high RE upregulation by e.g. 
HMAs induces the formation of dsRNA triggering 
the production of type I interferon (IFN-I) and an 
anti-tumor immune response. This response has 
never been demonstrated in CMML. Insufficient 
RE expression due to epigenetic blockade in 
CMML HSCs could explain HMA resistance.  

 We report for the first time that HSCs and 
progenitors (HSPCs) from patients with CMML 
have global heterochromatin defects, notably a 
striking increase in H3K9me2 found all patients, 
compared to age-matched healthy subjects. We 
hypothesized that this increase in H3K9me2 could 
block significant RE induction by HMAs. Indeed, 
the treatment of CMML HSPCs with HMAs and 
H3K9me2 inhibitors decreases their clonogenicity 
in methylcellulose as well as their survival and 
proliferation in single-cell liquid cultures in a 
synergistic manner while having no effect on 
healthy cells. Moreover, the dual treatment 
reduces or even eradicates mutated clones. 
Futhermore, we demonstrate that targeting 
H3K9me2 enhances the efficacy of HMAs via 
induction of RE, IFN-I and antiviral signaling in 
malignant CSPH. 

Thus, the changes in heterochromatin observed 
with age and in diseases of aging have a major 
impact on the deregulation of REs and functional 
abnormalities of HSCs. Taking into account these 
changes is crucial to discover new treatments for 
these diseases. 

 
 

 


