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PREAMBULE

Mon travail de theése traite du réle des facteurs de transcription Hypoxia Inducible Factor
(HIF) dans le maintien a long terme des cellules souches hématopoiétiques humaines (CSH) chez
la souris immunodéficiente.

Une personne qui m’est proche m’a dit un jour que la thése n’est qu’un début! Ce
manuscrit retrace notre cheminement dans 1’étude des facteurs HIF dans les CSH humaines et je
I’espére servira d’outil pour les prochaines études impliquant le maintien des cellules souches

saines ou leucémiques dans un état indifférencié.

L’hématopoiése, qui permet de générer la majorité des éléments circulants du sang, est un
modeéle qui est bien décrit et dont on connait de nombreux mécanismes de régulation. Ces
cellules matures et fonctionnelles sont générées a partir de quelques rares cellules : les cellules
souches hématopoiétiques (CSH), qui se localisent dans la moelle osseuse chez 1’adulte. Les CSH
sont régulées durant I’ontogenese hématopoiétique par des facteurs intrinséques et extrinséques
mais aussi par leur localisation spatiotemporelle. Ainsi, ces éléments forment-ils un systéme
intégré ou les facteurs de transcriptions, les facteurs sécrétés et les interactions cellules/cellules et
cellules/matrice extracellulaire vont déterminer le devenir des CSH. L’ensemble de ces stimuli
permet a la fois aux CSH de se maintenir dans un état stationnaire appelé « quiescence » créant
un réservoir de CSH mais aussi de s’autorenouveler lorsque leur stock diminue, ou au contraire
de se différencier pour maintenir une hématopoiése fonctionnelle.

En maintenant les CSH dans un environnement privilégié, I’organisme s’assure une
hématopoicse fonctionnelle tout au long de sa vie. Aujourd’hui, nous savons que I’environnement
dans lequel évoluent les CSH integre également les variations d’oxygeéne. En effet,
I’environnement des CSH, qualifié de niche, est une région ou la disponibilité en oxygéne est tres

faible (hypoxie).

In vitro, les basses concentrations d’oxygene permettent de maintenir temporairement les

cellules souches dans un état indifférencié. In vivo, les cellules hématopoiétiques les plus
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immatures se localisent dans des niches osseuses éloignées des vaisseaux sanguins et trés
faiblement distribuées en oxygene.

Si 'impact de 1’oxygéne a longtemps été sous estimé dans la physiologie des cellules
souches, cela fait longtemps que nous savons que 1’hypoxie permet I’activation de facteurs clefs
dans 1’adaptation des cellules tumorales a leur environnement. La réponse a I’hypoxie est médiée
par une famille de facteurs de transcription, les facteurs HIF (hypoxia inducible factor). Ils sont
capables d’adapter le métabolisme des cellules, de modifier 1’architecture vasculaire d’un tissu et
de réguler le pH et I’environnement Redox. Les deux principaux membres de cette famille sont
les facteurs HIF-1o et HIF-2a. S’ils sont similaires, leurs fonctions ne sont pas toujours
identiques. HIF-1a était déja présent chez les métazoaires, alors que HIF-2a fait son apparition
chez les vertébrés et occupe une place importante dans le remodelage osseux.

Le KO de ces deux facteurs, dans des modéles murins, est létal et ne permet pas une étude
fonctionnelle de ’hématopoiese murine. Toutefois un KO conditionnel a permis de montrer que
le facteur HIF-1a est essentiel au maintien des CSH murines, tandis que le role de HIF-2a se
limiterait aux progéniteurs hématopoiétiques murins.

Ainsi, la disponibilit¢é en oxygéne modifie, par I’intermédiaire des facteurs HIF, le
comportement des CSH et de leur stroma. L’expression des facteurs intrinseques et extrinseques

aux CSH est donc en partie gouvernée par son environnement hypoxique.

Le maintien des CSH étant dépendant de I’environnement hypoxique, nous avons donc
décidé d’étudier, dans les CSH humaines, I’'impact de I’inactivation des deux principaux acteurs
de la réponse a I’hypoxie : les facteurs de transcription HIF-1a et HIF-2a et ce au travers de

xenogreffes chez la souris immunodéficiente.

Nous aborderons, dans une premiere partie, ’ontogenése du systéme hématopoiétique
avec les différents organes sources et sites des CSH. La deuxieme partie traite des facteurs
intrinseques capables de réguler I’hématopoiese de la cellule souche aux cellules matures. Puis,
apres avoir vu les outils a notre disposition pour identifier les CSH, nous traiterons de la niche
hématopoiétique ou les facteurs extrinséques et 1’hypoxie régulent les CSH. L’hypoxie ouvrira le

chapitre sur HIF qui se cl6turera avec le réle de HIF dans les cellules souches hématopoiétiques.
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1 CHAPITRE : INTRODUCTION

|. ’HEMATOPOIESE
A. GENERALITES SUR L’HEMATOPOIESE

Ce qui différencie une cellule souche d’une autre cellule de 1’organisme est sa capacité a
s’autorenouveler, c'est-a-dire a se diviser tout en conservant ses criteres de cellule souche. Cette
cellule est donc logiquement présente dans les tissus capables de régénération tels que la peau,

I’épithélium intestinal ou le systeme hématopoiétique.

Le systéme hématopoiétique est aujourd’hui I'un des modeles d’étude de la cellule souche
le plus largement et le mieux décrit de la littérature. Les cellules matures circulantes du sang,
comme celles produisant des anticorps ou transportant 1’oxygéne, dérivent toutes de tres rares
cellules souches hématopoiétiques (CSH), qui résident dans la moelle osseuse chez les
mammiféres adultes’. Depuis la mise en évidence d’une CSH capable non seulement de
s’autorenouveler, mais aussi de se différencier pour générer toutes les cellules qui circulent dans
le sang, une hiérarchie a pu étre établie au sein de 1’hématopoic¢se faisant émerger 4
compartiments (figure 1):

- les CSH, cellules multipotentes, capables d’autorenouvellement et de différenciation

dans toutes les lignées hématopoiétiques,

- les progéniteurs, cellules pour la plupart engagées dans une lignée hématopoiétique

capables de prolifération et de différenciation sans possibilité de s’autorenouveler,

- les précurseurs, cellules en fin de différenciation aux capacités prolifératives limitées,

- les cellules matures, cellules différenciées et fonctionnelles a la durée de vie limitée.
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Figure 1 : Schéma général de I’hématopoiése : de la cellule souche aux cellules matures

Une seule cellule souche hématopoiétique peut engendrer un systéme hématopoiétique
fonctionnel complet sur toute la durée de vie d’un individu®. Les cellules matures issues de ces
quelques cellules souches proliférent tres peu et ont une durée de vie limitée (globules rouges 120
jours, plaquettes 7 jours, polynucléaires 24 heures) nécessitant un renouvellement quotidien afin
d’assurer I’homéostasie. Ce processus de renouvellement est régulé de maniere trés fine tout au
long de la vie et est composé de plusieurs étapes d’engagement faisant intervenir progéniteurs et
précurseurs.

De nombreuses voies sont connues et il est aujourd’hui possible de maintenir, voir
d’amplifier mais de maniere limitee, les CSH. La conservation des cellules souches dépend de
nombreuses cytokines, des interactions cellules/cellules et cellules/matrices et de
I’environnement dans lequel elles évoluent (vascularisation, oxygénation, ...) appelé « niche de

la cellule souche »°.
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B. ONTOGENESE DU SYSTEME HEMATOPOIETIQUE

Les précurseurs des CSH prennent naissance dans le sac vitellin (SV). lIs rejoignent la
région aorto-gonado-mésonéphrotique (AGM), puis colonisent, via la circulation sanguine, les
principaux sites hémogeéniques : le placenta, le foie feetal (FF), pour finalement rejoindre le siége

de I’hématopoiése adulte, la moelle osseuse (MO).
1) Ontogenese du systeme hématopoiétique murin
a) Le sac vitellin

Chez la souris, les premieres cellules hématopoiétiques apparaissent dans le sac vitellin,
d’origine extra-embryonnaire, entre 7 et 7,5 dpc (day post coitum), sous forme d’ilots sanguins
dans la couche mésodermique (figure 2)*°. Cet agrégat de cellules présente une morphologie
endothéliale; les érythrocytes présents dans ces flots sont larges, nucléés et ressemblent aux

précurseurs erythrocytaires de la moelle osseuse.

) . o ) . _ Différenciation en cellules endothéliales
Mésoderme natif Region Hémangioblastique et lignées hématopoiétiques

.-.-.-. o] (- [ ] Cellules mésenchymateuse
R de I'endodemme du sac vitellin
-

Cellules primitives énthroides

] Cellules endothéliales

Figure 2 : Formation des ilots sanguins: du mésoderme a la circulation sanguine primitive
(Adapté de la revue : « Ontogeny of the Hematopoietic System » Cumano et al., 2007 Annu Rev
Immunol)

Ces cellules vont migrer au travers de 1’embryon et distribuer oxygéne et nutriments dans
les tissus en développement et ce grace au réseau sanguin qui s’établit a la méme période. Le
phénotype et le développement spatio-temporel tres proche de ces deux systemes ont conduit a

I’hypothése d’une cellule commune aux lignées hématopoiétiques et endothéliales. En 2005,
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Park. a mis en évidence ’existence d’un précurseur bipotent dérivant du mésoderme et capable

d’engendrer cellules hématopoiétiques et cellules endothéliales, appelé «hémangioblaste» °.
b) La région aorto-gonado-mésonéphrotique

La splanchnopleure para-aortique (PAS) d’origine mésodermique (figure 3) se développe

a 7 dpc pour se modifier en région aorto-gonado-mésonéphrotique a 9 dpc’.

SV

Ectoderme [
Mésoderme [
Endoderme [J [ SPlanchnopleure

} Somatopleure

Figure 3 : Sites hémogéniques au cours du développement embryonnaire murin

SV représente I’emplacement du sac vitellin et SP celui de la Splanchnopleure, avant la mise en
place du systeme vasculaire (8dpc). (extrait de la revue : « Ontogeny of the Hematopoietic
System » Cumano et al., 2007 Annu Rev Immunol)

Contrairement au sac vitellin, ces deux régions (PAS et AGM) sont capables de générer
des précurseurs multipotents des lignées lymphoides, myéloides et érythroides, cellules qui seront
a Porigine de 1’hématopoic¢se définitive. A 11 dpc, les CSH générées de novo dans la région

AGM sont libérées dans la circulation sanguine et colonisent les organes hématopoiétiques.
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c) Le foie feetal

Le foie feetal va servir de site hémogénique intermédiaire entre les régions
hématopoiétiques primitives (SV, AGM) et définitives (MO, rate). Il n’en demeure pas moins le
site majeur d’expansion et de différenciation des CSH durant la vie feetale, sans pour autant étre
capable de générer ses propres CSH. Celles-ci proviennent a 10 dpc du sac vitellin via les veines
vitellines et & 11 dpc de la région AGM et du placenta, via la veine ombilicale. Ces connexions
vasculaires permettent au foie feetal de produire des érythrocytes énucléés ainsi que des cellules
myéloides et des lymphocytes nécessaires au développement du feetus. Durant la gestation, le foie
feetal permet de constituer un stock important de CSH qui va décroitre de 15 dpc jusqu’a la
naissance, au profit des ébauches osseuses (site définitif de 1’hématopoiese). Cette migration

coincide avec la maturation des hépatocytes et la mise en place des fonctions du foie adulte.
d) Le placenta

Une niche hématopoiétique a été identifiée dans le placenta a 11 dpc, constituant un
réservoir de cellules capables de reconstituer la moelle osseuse d’une souris apres myélo-
ablation”®. Les cellules présentes dans cette niche affichent un phénotype proche de celles du foie
feetal et des CSH en circulation. 11 semble que ce tissu d’origine extra-embryonnaire ait la
capacite de générer ses propres CSH et qu’elles ne soient donc pas simplement piégées a partir

des CSH circulantes.
e) Lamoelle osseuse

La moelle osseuse et la rate sont les organes hématopoiétiques principaux chez I’adulte.
En fin de gestation, ils offrent un environnement propice au maintien et a 1’autorenouvellement
des CSH et accueillent le stock de CSH du foie feetal. L’os (la MO), siege de 1’hematopoiese, va
permettre aux CSH de produire I’ensemble des lignées hématopoiétiques (lignées érythroide,

myéloide et lymphoide) nécessaires durant la vie d’un individu.
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2) L’ontogenése humaine

L’ontogenése du systéme hématopoiétique chez 1’humain est trés proche du modéele de
développement embryonnaire murin (figure 4 et tableau 1)°. A la naissance, seuls les os chez
I’Homme accueillent I’hématopoiése définitive pour, au cours de la croissance, se concentrer

dans les os plats.

A. Modéle murin

d7-8 da8 d. 10.5 d. 115 d 13

! I | -
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Figure 4 : Ontogése du systeme hématopoiétique dans les modeles murins (A) et humains

(B)
Sp/AGM (Splanchnopleure/AGM) (adaptée de la revue : « Hematopoietic Stem Cells» Bonnet
2003 Birth Defects Res C Embryo Today)
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Second Site de
production des HSC

Site Hématopoiétique
intermédiaires

Site Hématopoiétique
définitifs

Région AGM : production, pas de
différenciation, expansion ?
Placenta: production ?
différenciation ? expansion ?

Foie Foetal : maintien, dif férenciation et
expansion des H3C

Thymus  différenciction des cellules T
Rate : différenciction des cellules B

BM : maintien et différenciation des HSC

Vertébr Site initial de
errepres X
production des HSC
. Sac Vitellin - production et
Sourig o
différenciation
. Sac Vitellin : production et
Humain o
differenciation

Région AGM : production, pas de

dif férenciation, expansion ?

Foie Foetal : maintien, différenciation et

expansion des H5C

Thymus : différenciction des cellules T
Rate : différenciation des cellules B

BM : maintien et différenciation des H5C

Tableau 1: Localisations et fonctions des différents sites hématopoiétiques de I’embryon a

I’adulte

(Adapté de la revue : « Ontogeny of the Hematopoietic System » Cumano et al., 2007 Annu Rev

Immunol)

Si I’ontogenése du systéme hématopoiétique est aujourd’hui bien décrite, il demeure de

nombreuses questions sans réponse : les précurseurs hématopoiétiques sont-ils identiques entre

les régions intra- et extra-embryonnaires ? Leurs potentiels d’autorenouvellement sont-ils

similaires ? Le foie feetal est-il le seul organe a 11 dpc & pouvoir générer des précurseurs des

lignées myéloides et lymphoides ?°
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Il. LES CELLULES SOUCHES HEMATOPOIETIQUES (CSH)

A. LES CSH ADULTES

L’essence méme d’une cellule souche est définie par sa capacité a s’autorenouveler et/ou
a se différencier. L’autorenouvellement des cellules souches est étroitement lié a leur
positionnement dans le cycle cellulaire. Environ 15% des cellules souches sont dites en
quiescence, ce qui correspond & un état non cyclé ou de cycle ralenti'®*?. Cette population de
cellules (environ 1 division tous les 5 mois) posséde une capacité de repopulation de la moelle
osseuse superieure aux 85% de cellules souches en division (environ 1 division par mois) qui
perdent leur capacité de repopulation lors de greffes successives. Le réservoir de cellules souches,
dites dormantes, ainsi constitué (dans la moelle osseuse chez 1’adulte) permet a 1’organisme de
faire face a des situations de stress telles qu'une déplétion partielle de la moelle osseuse induite
par des agents chimio-thérapeutiques'?, o les cellules dormantes pourront basculer dans un mode
« actif » capable de restaurer une hématopoiese fonctionnelle. Conserver des cellules souches
dans un état dormant permet également de limiter la production de radicaux libres oxygénés
(ROS) capables d’entrainer, lorsqu’ils sont présents en grand nombre dans la cellule, des
dommages de ’ADN®. De méme, limiter le nombre de divisions contribue & restreindre les
phénomeénes d’instabilité génique. La différenciation des CSH dans les différentes lignées
hématopoiétiques est également tributaire de 1’engagement des cellules souches dans le cycle
cellulaire et fait appel & un modéle de division symétrique/asymétrique (figure 5).
L’autorenouvellement peut intégrer les deux types de division, une division symétrique qui
donnera deux cellules filles possédant les mémes caractéristiques que la cellule mere, ou bien une
division asymétrique qui engendrera une cellule fille capable d’autorenouvellement et une cellule
fille engagée dans un processus de différenciation'®. Le modéle de différenciation cellulaire

présente également les deux modes de division.
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Autorenouvellement Différenciation

Diivision Divizian Diivizion Cellule
symetrique asymétrique syméetrique souche

o ¢ o ©

Cellule engagée
/ \ / \ / \ dans la
différenciation

Figure 5 : Représentation schématique des divisions symétrique/asymétrique
L’autorenouvelllement et I’augmentation du réservoir de CSH sont réalisés par une division
symétrique. Une division asymétrique, permet la conservation d’une cellule souche et la
différenciation de I’autre cellule fille. La division symétrique en deux cellules filles différenciées
diminue le stock de CSH.

La différenciation en progeniteurs est gouvernée par des signaux faisant intervenir des
facteurs extrinseques et intrinseques.
L’emploi de modéle murin knockout (KO) et knockin (KI) a permis de révéler les fonctions de
nombreux facteurs de transcription impliqués dans I’autorenouvellement, le maintien et la
différenciation des CSH.
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1) Facteurs clefs de I’autorenouvellement et de la différenciation des CSH

Le contrdle du cycle cellulaire est un enjeu majeur de I’autorenouvellement et de la
différenciation des CSH.

Le cycle cellulaire (figure 6) chez les mammiféres est régulé par I’activation séquentielle
de cyclin-dependent kinases (CDK4/6, CDK2 et CDK1) qui se lient aux cyclines (D, E, A, B) et
permettent de franchir les différentes phases du cycle (GO, G1, S : synthése, G2 et M : mitose).
Les transitions entre les phases du cycle cellulaire sont sous le contréle de points de contréle ou
« checkpoints » intrinséques (G1/S et G2/M) et de signaux extrinseques tel que le point R
(restriction). Le point R est un point de « non retour », a partir duquel les cellules n’auront plus
besoin de signaux mitogéniques pour se diviser, ce passage correspond a I’inactivation par
hyperphosphorylation de la protéine suppresseur de tumeur Rb (protéine du rétinoblastome
suppresseur de tumeur). En plus des checkpoints et du point R, les CDK sont contrdlées par des
inhibiteurs (CDKI), dont il existe deux grandes familles: les protéines INK4 (pl6INKA4A,
pl5INK4B, pl18INKAC et p19INKA4D) et les protéines Cip/Kip (p21Cipl/Wafl, p27Kipl et
p57Kip2). Ainsi, sous I’influence de signaux mitogéniques la cycline D est traduite puis interagit
avec les CDK4/6 qui induisent la phosphorylation de Rb et permettent I’initiation du cycle
cellulaire. Des CDKI comme p21Cip1/Wafl inhibent CDK2 et CDK1, alors que p18INKA4C est

capable d’inhiber CDK4/6 en entrant en compétition avec la cycline D.
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Figure 6 : Présentation des 4 phases du cycle cellulaire, des principales cyclines, leurs
kinases et leurs inhibiteurs

La phase G1 prépare la cellule a la duplication de I’ADN. La transition de la phase G1 a la phase
S est sous le contrble du point de restriction (R). La synthése de I’ADN est réalisée pendant la
phase S et la phase G2 prépare la cellule a la mitose. Les cyclines vont s’exprimer de maniére
séquentielle et leur liaison aux CDK active les protéines nécessaires a la progression du cycle
cellulaire. Les CDKI régulent les différentes phases du cycle cellulaire par activation ou
répression des complexes CDK/cyclines.

Aussi, il est important d’étudier les protéines et facteurs de transcription (FT) qui régulent
ce cycle cellulaire, notamment pour comprendre les mécanismes impliqués dans
I’autorenouvellement et la quiescence des CSH. Les souris KO pour les FT ont permis de mieux

caractériser leur role dans le maintien des CSH.
a) Régulation intrinséque de 1’autorenouvellement des CSH
La surexpression d’un facteur de transcription inhibant le cycle cellulaire empéchera les
CSH de se différencier et le renouvellement quotidien des cellules matures circulant dans le sang.

A TDinverse, son inhibition aura pour effet d’épuiser le stock de CSH en quiescence par une

différenciation cellulaire trop importante.
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L’ensemble des facteurs et des voies de signalisation qui régule les CSH et leur environnement
est également influencé par ce méme environnement et notamment par les faibles concentrations
en oxygeéene (hypoxie). Ces faibles concentrations en oxygene activent les facteurs de
transcription HIF (hypoxia inducible factor) qui sont les principaux médiateurs du signal
hypoxique. Le theme central de cette these repose sur le role des facteurs HIF dans le maintien
des CSH humaines. Aussi, dans le chapitre qui va suivre je vous présenterai les facteurs clefs du
maintien des CSH et préalablement leur interaction possible avec 1’oxygene et les facteurs HIF

(tableau 2).

i. Relations entre les facteurs clefs de ’homéostasie des CSH et ’oxygéne, dont
les principaux effecteurs sont les facteurs HIF

Facteurs clefs de

Fautorenouvellement Raéle de I’Oxygene Liens avec HIF Références
et de la quiescence
des CSH
HIF-1a active p21 15
P2l HIF-20 inhibe p21 Gordan etal.
L’hypoxie augmente 16
: Yu etal.
Pl I’expression de p18 ueta
pl6 p16 piége HIF-1a Zhang et al.”’
RUNX1/AML1 RUNX1 piége HIF-1a Peng et al.*®
Pten bloque la voie . 1
Pten PI3K/AKT qui active HIF 229tk
FoxO HIF-1a active Foxo3a Lekli et al.”
L’hypoxie augmente 21
SCL/Tall le turnover de Tall Tang etal.
Geénes Hox Meisl stabilise HIF-1a. Simsek et al.?
CCN3 HIF-1a active CCN3 Wolf et al.?®
24
: HIF-20 active Cited2 Freedman et al.
Cited2 Cited2 inhibe HIF-1a ~ ~P@v2et
JunB L hypOXI.e augmente Schmidt et al.*®
I’expression de JunB
HLF HLF active HIF-1a Otto et al.”’
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Facteurs clefs de
I’autorenouvellement
et de la quiescence
des CSH

Role de I’Oxygéne Liens avec HIF Références

Liens potentiels entre les facteurs HIF et les facteurs de I’hématopoiése

Appartient a la famille des .
Aprelikova et

TEL/ETV6 geénes Ets qui régulent HIF- Al
20 '
Compétition pour la
CIRIIAE régulation de ’EPO
Evi-1 Evi-1 régule les ROS Oka et al.?®
i HIF-2a active Cited2 qui 29
Bmi-1 régule Bmi-1 Kranc et al.
Appartient a la famille des
Mef (ELF4) genes Ets qui régulent HIF-  Lacorazza et al.*
20
Gfi-1 HIF régule p§3 qui régule Liu et al 22
Gfi-1

Tableau 2 : Présentation des 4 phases du cycle cellulaire, des principales cyclines, leurs
kinases et leurs inhibiteurs

ii. Les principaux facteurs clefs de I’homéostasie des CSH et leur role dans

I’autorenouvellement et la quiescence des CSH

Les principaux facteurs intrinseques sont :

La protéine p21 fut I’'une des premiéres protéines a étre identifiée comme un facteur régulant
la quiescence des CSH. p21 est un inhibiteur des CDK transactivée par le FT suppresseur de
tumeur : p53. Les KO de souris p21” montrent un nombre accru de CSH avec une forte capacité
proliférative®’. L’augmentation de CSH en cycle qui en découle se fait aux dépens du pool de
cellules en quiescence conduisant a un appauvrissement des réserves de cellules souches. Des
greffes en série vont épuiser le compartiment de CSH et conduire a la mort des animaux par un

défaut de reconstruction hématopoiétique.
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- pl8:
Comme pour les souris p21”, les animaux pl18” présentent une augmentation de la
prolifération des CSH, toutefois le KO de p18 n’entraine pas d’appauvrissement du pool de CSH

en quiescence®3*

et les greffes en séries sont équivalentes a celles pratiquées sur les animaux
sauvages (WT : wild type). Yuan® suggére que p21 et p18 contrdlent le cycle cellulaire de
maniéres différentes, p18 intervenant de fagon précoce dans la phase G1 et p21 de fagon tardive,
cette différence de positionnement au niveau du cycle pourrait expliquer les différents effets

observés sur I’évolution du stock de CSH.

- pl6:

La protéine pl16 est un facteur important dans la régulation de la sénescence (sortie définitive
du cycle cellulaire). Dans le modéle hématopoiétique, son expression augmente avec 1’age des
animaux, mais peut également étre induite en cas de stress® (transplantation de moelle osseuse,
augmentation des especes oxygénées) chez les jeunes animaux. Le phénotype des CSH pour les
animaux KO va étre différent entre animaux jeunes et agés. Lors de transplantations sériées les
jeunes p16” vont perdre leur capacité de reconstruction hématopoiétique plus rapidement que les
jeunes animaux WT, alors que dans la méme expérience sur des animaux ages, le nombre de
CSH et leur prolifération sont accrus. D’aprés Orford et Scadden® p16 permettrait de maintenir
un équilibre entre les besoins d’un organisme d’avoir une population de CSH a long terme et la
transformation de ces mémes cellules en cellules cancéreuses. En résumé, chez 1’animal adulte
pl16 limite les transformations en bloquant la prolifération et le nombre de CSH et chez 1’animal

jeune p16 protege le pool de CSH a long terme.

Gfi-1 (Growth factor independant 1) est un répresseur en doigt de zinc ou « zinc-finger »
connu pour son effet oncogénique dans les cellules lymphoides qui, de fagon inattendue dans les
CSH, réprime la prolifération. La prolifération des CSH augmente dans les souris Gfi-17 et des
tests de transplantation compétitive montrent un défaut dans le rétablissement du systeme
hématopoiétique®”. De plus, Hock a constaté une diminution de I’expression de p21 dans les CSH

Gfi-17, placant Gfi-1 en amont de la régulation dépendante de p21(Hock et al .,*"). Il semblerait
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donc que Gfi-1 joue un réle important dans 1’autorenouvellement et la greffe a long terme des

CSH en régulant I’expression de p21°%®,

- Pten:

Pten (Phosphatase and tension homolog deleted on chromosome ten) est un régulateur négatif
de la voie de signalisation PI3K/AKT (prolifération, différenciation, migration) et fait partie des
génes dits suppresseurs de tumeur, génes qui sont trés souvent retrouvés mutés dans les cancers.
La délétion de Pten dans les CSH induit une prolifération a court terme et une diminution du pool
de CSH a long terme. Les greffes de CSH Pten” échouent dans le rétablissement de
I’hématopoiése aprés transplantation®, mais paradoxalement ces greffes peuvent étre a I’origine

de syndromes myéloprolifératifs (SMP).

- FoxO:

La famille des protéines Forkhead box (Fox) regroupe un nombre important de facteurs de
transcription dont les fonctions biologiques sont impliquées dans 1’arrét du cycle cellulaire, la
résistance au stress oxydatif et I’apoptose. La sous-famille des FoxO (Foxol, 3a, 4) est une cible
de la voie PI3K/AKT, ces protéines sont largement exprimées dans la plupart des tissus humains,
dont le tissu hématopoiétique. Les délétions individuelles des Foxo dans les CSH n’induisent pas
de phénotype particulier des cellules*®. Cependant, le triple KO Foxol/3a/4 induit une
augmentation de I’apoptose et du nombre de CSH en cycle, suivi d’un défaut de repopulation a
long terme*. Les CSH des souris Foxo” ont un taux élevé de ROS par rapport aux souris WT.
Cette élévation peut étre corrélée au changement de profil de génes régulant les ROS tels que la
manganése superoxyde dismutase (MnSOD) et la catalase. Or, une concentration élevée de ROS
est ressentie comme un stress (stress oxydatif) capable d’induire I’apoptose et de remettre des
cellules en cycle en les faisant quitter leur état quiescent. Kops et ses collaborateurs ont montré
que Foxo3a protége les cellules en quiescence du stress oxydatif*2, I’ajout d’un antioxydant le N-
acétyl-L-cystéine (NAC) a des animaux Foxo™ permet de rétablir un phénotype sauvage*. Les
protéines Foxo, en jouant un role essentiel dans la protection contre le stress oxydatif, participent

a la quiescence et a la survie des CSH.
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- SCL/Tall:

La protéine Stem Cell Leukemia (SCL/Tal-1) appartient a la famille des facteurs de
transcription basic Helix-Loop-Helix (bHLH) qui s’hétérodimérisent avec des proteines E telles
que E2A pour transactiver ses génes cibles. L’absence de Tal-1 dans les embryons induit un
défaut dans la mise en place du systéme hématopoiétique primitif*® et son inhibition chez I’adulte
provoque un défaut dans tous les lignages hématopoiétiques*. Cependant, il semblerait que Tal-1
ne soit pas indispensable au maintien des fonctions des CSH dans la moelle osseuse® (greffe a
long terme et pouvoir clonogénique). Toutefois, il est nécessaire aux voies de différenciations
érythroblastiques et mégacaryocytaires. Des expeériences de knockdown (KD) ou de
surexpression de Tal-1**" dans les cellules CD34 humaines montrent que Tal-1 est nécessaire a
I’autorenouvellement des CSH adultes et qu’il participe a la régulation de I’hématopoiése de la

cellule souche aux progéniteurs érythro-myeéloides.

- GATA2:

GATA-2 est un facteur de transcription de la famille GATA dont les 6 membres possédent
tous 2 domaines en doigt de zinc qui permettent respectivement la fixation a ’ADN et la
stabilisation du complexe ainsi formé. GATA-2 est exprimé dans les CSH et en combinaison
avec un marqueur spécifique des CSH murines, Sca, il permet d’isoler et de marquer les CSH
dans leur niche osseuse®®. Les souris GATA-2" meurent in utero, suite & un défaut de
I’hématopoiése et notamment du maintien des CSH*. Cependant, I’effet de GATA-2 sur le
maintien des CSH dans 1’hématopoiése chez 1’adulte reste mal défini. De nombreuses études ont
utilisé une protéine chimérique (GATA-2/ER) pour déterminer les fonctions de GATA-2 au sein
des CSH et montré que GATA-2 diminue le nombre de CSH mais aussi le nombre de CSH en
cycle et de cellules engagées®®.

Une étude récente réalisée dans le laboratoire du Dr T.Envers® apporte de nouveaux indices sur
le role de GATA-2 en montrant que la surexpression de ce FT inhibe les fonctions des CSH et
des progeniteurs humains par un effet direct sur le cycle cellulaire : GATA-2 apparait comme un

régulateur positif de la quiescence des CSH.
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- RUNXI1/AML1 :
RUNX1/AML-1 a été mis en évidence dans les leucémies myéloides aigues (LAM). Sa

liaison au facteur CBFp (Core Binding Factor ) permet sa fixation a I’ADN et I’activation ou la
répression de ses genes cibles. RUNXL est nécessaire a la genese du systéme hématopoiétique
chez I’embryon. La souris RUNX17 meurt in utero & 12,5 dpc par hémorragie au niveau du
systeme nerveux central et par absence totale d’hématopoiése dans le foie feetal. De fagon

%35 Les résultats sur

surprenante, [’érythropoieése primitive ne semble pas étre affectée
I’hématopoiese adulte quant a eux, sont longtemps restés controversés : le KO conditionnel de
RUNX1 ne semble pas affecter les fonctions des CSH mais seulement la maturation
mégacaryocytaire et la différenciation lymphoide®. La méme équipe a ensuite montré que la
délétion de RUNX1 dans des CSH adulte provoque une accumulation des cellules en phase GO et
une augmentation des capacités de transplantation®®. De nouveaux travaux ont montré que
certaines isoformes de AML1, telle que AML1a, peuvent agir comme des dominants négatifs de
RUNX1 et ont confirmé I’idée que I’absence de RUNX1 augmente la quiescence et 1’activité des

CSH*’. Ainsi RUNX1/AMLL1 est un régulateur négatif de la quiescence des CSH.

Evi-1 (ectopic viral integration site-1) est un facteur de transcription qui, lorsqu’il est
surexprime, est un marqueur de mauvais pronostique dans les leucémies. Il fait partie de la
famille des protéines SET/PR et contient dix domaines en doigt de zinc avec, pour chacun, une
spécificité de fixation®. La plupart des souris Evi-17~ meurent entre 13,5 et 16,5 dpc avec des
troubles de 1’hématopoiese importants59. Pour étudier I’hématopoiese adulte des souris, un KO
conditionnel a été généré. Les souris présentent une diminution du nombre de CSH et les cellules
Evi-17" sont désavantagées par rapport a celles ayant conservé le phénotype WT>°. De plus, les
cellules Evi-1*" ont un phénotype intermédiaire et la surexpression conduit a I’augmentation des

capacités d’autorenouvellement des CSH (figure 7).
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Evi-1-/- Evi-1+/- Evi-1+/+ Evi-1*

o oo & ‘

Figure 7 : Evi-1 régule la prolifération et le maintien des HSC de maniere dose-dépendante
(Kumano and Kurokawa J. Cell Physiol. 222: 282-285,2010. The role of Runx1/AML1 and Evi-1
in the regulation of hematopoietic stem cells)

JunB est un facteur de transcription de la superfamille des protéines bZIP qui participe a la
formation du facteur de transcription AP-1 (Activator Protein-1) et régule la myélopoiese. Il agit
sur le cycle cellulaire en activant pl6 et en réprimant la cycline D1 et régule 1’apoptose en
bloquant I’expression de protéines anti-apoptotiques telles que Bcl-2 et Bcl-XL®®. Son
inactivation post-natale chez la souris entraine le développement de syndréme myéloprolifératif
proche du modéle de la leucémie myéloide chronique (LMC) avec une amplification du nombre
de CSH a long terme (LT-CSH) et des progéniteurs granulo-macrophacytaires. A I’inverse, sa
surexpression diminue le nombre de LT-CSH®. JunB est un régulateur positif de la quiescence
des CSH (figure 8).
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Figure 8 : Régulation du compartiment des CSH par JunB

JunB est nécessaire a 1’homéostasie de la myélopoiese (adaptée de Passegué et al., Cell Vol.
119, 431-443, October 29, 2004 JunB Deficiency Leads to a Myeloprliferative Disorder Arising
from Hematopoietic Stem Cells)

Zfx est une protéine « a doigt de zinc » de la famille des Zfy dont les membres sont trés
conservés chez les vertébrés. Zfx est fortement exprimé dans les différents types de cellules
souches et occupe un role important dans le maintien des cellules souches embryonnaires (ES) et
des CSH. Le KO conditionnel de Zfx induit un défaut dans le maintien des CSH et dans la
repopulation & long terme sans affecter le lignage érythro-myéloide®*. Les CSH déficientes pour
le gene Zfx résident toujours dans la niche, mais on observe une augmentation de 1’apoptose et
des génes impliqués dans le stress. Zfx contrdle 1’autorenouvellement des CSH (et des ES), la

différenciation lymphoide mais pas la différenciation érythroide.
- TEL/ETV6:

TEL/ETV6 (Translocation Ets Leukemia/Ets variant gene 6) appartient a la famille des
facteurs de transcription Ets. Le KO conditionnel de TEL/ETV®6 induit la perte des CSH sans
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altérer & court terme ’hématopoiése générée par les progéniteurs®. Les mécanismes par lesquels

TEL/ETV6 contrdle 1’autorenouvellement des CSH sont toujours inconnus.

HLF (Hepatic Leukemia Factor) a été identifié a partir d’une analyse bioinformatique qui
prédit le role de facteur de transcription dans I’hématopoiése adulte a partir de leur fonction dans
I’hématopoiése primitive®. La surexpression de HLF dans les CSH provoque une augmentation
importante de ces derniéres ainsi qu’une amélioration de leur capacité de reconstitution
hématopoiétique®. Il semblerait que la surexpression de HLF protége les CSH de I’apoptose par

I’induction du facteur anti-apoptotique Bcl-2 sans modifier le cycle cellulaire.

- CCN3(NOV):
CCN3/NOV (Nephroblastoma overexpressed) appartient a la famille des protéines CCN

(Cyrel, CTGF, Nov) qui sont connues pour réguler la prolifération cellulaire, I’adhésion, la
migration, la différenciation, ’apoptose et la production de matrice extracellulaire. Toutes les
protéines CCN jouent un role en tant que protéines extracellulaires, protéines cytoplasmiques et
protéines nucléaires, capables de réguler la transcription de genes cibles en formant des
complexes nucléaires®®>. NOV est exprimée trés fortement dans le compartiment des cellules
primitives : les CSH et les progéniteurs multipotents®®. L’inhibition de NOV dans les CD34" par
un ARN interférent provoque la perte des capacités de greffe et d’autorenouvellement des CSH.
En I’absence de NOV, I’expression de Bmi-1, Gfi-1 et p21, trois génes impliqués dans
I’autorenouvellement des CSH, est diminuée. De plus, I’inhibition de NOV entraine une
diminution de I’expression de HES1, un gene cible de la voie NOTCH qui joue un role important

dans la régulation de I"hématopoiése®’. La surexpression confirme ces résultats.

- Cited2 :

Cited2 est un cofacteur de CBP/300 et a récemment été impliqué dans le maintien des CSH®.
Le KO conditionnel empéche la génération des CFC (colony forming cells), des CAFC
(coblestone area-forming cells) et la transplantation de CSH Cited2” ne restaure pas le systéme
hématopoiétique. L’absence de Cited2 entraine une augmentation de I’expression de p16"™“* et

de Trp53. L’augmentation de p53 est un effet indirect de 1’inhibition de Cited2, son inactivation
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permet Pexpression de p19™™ qui va & son tour stabiliser p53. La voie de signalisation p19/p53
ainsi activée conduit a la perte des CSH®.

Pour confirmer ces résultats, le laboratoire du Dr. T.Enver® a également généré des animaux
délétés pour pl6/pl9/p53 qui, croisés avec les souris Cited2”, ont permis de restaurer un
phénotype WT. Cited2 est donc un régulateur essentiel des fonctions des CSH et cela via la

régulation des facteurs de transcription p16™“?, p19” et Trp53.

- Bmi-1:

Bmi-1 est un membre de la famille des genes polycomb group (PcG) qui durant le

développement embryonnaire régulent la répression des genes par des réarrangements de la
chromatine. Il fait partie du groupe PRC1 qui compte parmi ses membres Chx, Mph, Ring et
Mel18. Bmi-1 est impliqué dans le maintien des CSH. Bien que les embryons de souris Bmi-1""
ne manifestent aucun défaut de I’hématopoiese, les animaux adultes souffrent d’une profonde
atteinte des capacités d’autorenouvellement des CSH. Les CSH Bmi-1"" ne sont pas capables de
maintenir une hématopoiése a long terme aprés greffe dans un animal conditionné et leur nombre
décroit®®’. A Iinverse, la surexpression de Bmi-1 dans des cellules CD34" humaines permet
I’autorenouvellement et le maintien a long terme des CSH et le nombre de colonies est augmenté
en LTC-IC (Long-term culture-initiating cells) et CAFC. Par ailleurs, comme pour Cited2, la
surexpression de Bmi-1 induit une diminution de Pexpression de p16™* et p19™™. Il est
intéressant de rappeler que Cited2 est nécessaire a I’expression de Bmi-1 dans les MEF (Mouse

Embryonnic Fibroblast)®°.

- Mef (ELF4):

Aussi appelé ELF4, cette protéine est un membre de la famille des facteurs de transcription
ETS qui régule la quiescence des CSH en favorisant leur entrée dans le cycle cellulaire®. Dans
les cellules hématopoiétiques, il transactive les geénes codant pour 1’IL-8, la perforine, le GM-
CSF et I'IL-3. Les CSH MEF™" se retrouvent majoritairement en phase GO et ne proliférent pas en
présence ou absence de cytokines. Les souris KO sont relativement résistantes aux déplétions de

la moelle par chimio et radiothérapies.
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- Lafamille des génes HOX :

Les protéines Hox sont des facteurs de transcription connus pour leur réle clef dans la
régulation du développement (mise en place des axes antéropostérieurs chez 1’animal) et de
I’hématopoiese. Chez les mammiféres, il existe 39 génes Hox organisés en quatre clusters (A a
D) basés sur leur homologie de séquence et répartis sur quatre chromosomes différents (figure 9).
L’analyse de la moelle osseuse murine a permis d’identifier les génes Hox des clusters A, B et C
comme préférentiellement exprimés dans les CSH™*. De nombreux modéles de souris KO ou
surexprimant les génes Hox ont permis de confirmer leur role dans I’hématopoiése, bien que les

mécanismes contrélant ces effets soient encore mal connus.
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Figure 9 : Organisation des clusters des génes Hox.

Les trois clusters comptent 8 a 11 génes localisés sur 3 chromosomes différents. Chaque géne des clusters peut

étre aligné en fonction de son homologie de séquence. Les vignettes situées au-dessus des génes résument les
effets de la surexpression sur I'hématopoiése et les parenthéses situées en dessous les effets de I'inactivation.
BFU-E (burst forming erythroid unif), CFU-6M ( granulocyte/macrophageforming colony unif), EPs (progeéniteurs
érythroides), LL AML (long Jlatency acute myeloid Jlevkemia), MEP (progeéniteurs érythrodes et
mégacaryocytiques), MKs (mégakaryocytes), MPs (progeéniteurs myéloides), MPD (désordres myéloprolifératifs),
{Argirapauias et al, Oncagene (2007) 26, 6766-6776 Hox genes in hematopoiesis and leukemogenesis)

Figure 9 : Organisation des clusters des genes Hox
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HOXAI10 :

HoxalO est exprimeé dans la plupart des cellules hématopoiétiques primitives. C’est un
facteur critique dans la régulation du développement érythro-mégacaryocytaire et dans la
prolifération des CSH et leur capacité de repopulation’®. Cependant, une trop forte concentration
de HoxalO n’a aucun effet sur le compartiment des CSH et bloque la différenciation érythro-
mégacaryocytaire. De méme, in vitro et in vivo, la surexpression de Hoxal0 induit un défaut de la
lymphopoiése™. Les travaux de M. Magnusson montrent également que la surexpression de

Hoxal0 altére ’expression de génes tels que Gfi-1 et HLF (expression augmentée)’2.

HOXA9 :

Comme HoxalO0, Hoxa9 est préférentiellement exprimé dans les cellules
hématopoiétiques les plus primitives et son expression diminue avec la différenciation’®. Les
souris KO pour Hoxa9 présentent un défaut général de 1’hématopoiése avec une réduction de la
fréquence des CFC, une diminution de la prolifération des CSH avec une augmentation de
I’apoptose et la perte des capacités de greffe en transplantation compétitive™. Par ailleurs, sa
surexpression in vivo permet la régénération des CSH et entraine le développement de leucémies
myéloides’.Une des explications de ce phénotype réside dans le fait que Hoxa9 est sans doute le
géne HOX le plus fortement exprimé dans les CSH et qu’il joue un role primordial dans
I’autorenouvellement des CSH. De plus, Pim1, une kinase oncogénique qui inactive par
phosphorylation le facteur pro-apoptotique BAD, est une cible de Hoxa9'’. L expression de Pim1
dans des cellules Hoxa9 déficientes restaure partiellement les capacités de prolifération et

diminue 1’apoptose.

HOXBA4 :
Hoxb4 fait partie des génes Hox exprimés dans les cellules hématopoiétiques primitives’”.
Sa surexpression ou I’addition directe de sa protéine est suffisante pour permettre 1’expansion des

CSH in vivo et ex vivo sans mener & un phénotype leucémique’®®?

. A Dinverse, les souris
déficientes pour Hoxb4 possédent un nombre réduit de CSH et de progéniteurs et perdent
partiellement leur capacité de repopulation compétitive®. La différence d’effet entre la
surexpression et I’inhibition est comparable a la régulation de HoxalO, qui requiert une

régulation tres fine et des concentrations mesurées. La thrombopoiétine (Tpo), une des cytokines
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clef de la régulation des CSH, est un élément activateur de la voie Hoxb4 : la liaison a son
récepteur Mpl transduit un signal qui passe par la voie p38/MAPK et augmente I’expression de
Hoxb4. La souris Tpo”™ montre une concentration de Hoxb4 2 & 5 fois inférieure & celle observée
dans les animaux WT®. Cette voie explique & la fois comment Hoxb4 pourrait étre régulé mais
aussi comment la Tpo influence le comportement des CSH. La voie Wnt est également impliquée
dans la régulation des CSH en augmentant 1’expression de Hoxb4 et Notch1®. Les voies de
signalisation extrinséques Wnt, Notch, shh et TGFB seront abordées dans la description des

niches hématopoiétiques (cf. partie 111- B du 1* chapitre).

La régulation des facteurs de transcription que nous venons de décrire est étroitement liée
a de grandes voies de signalisation (figure 10) qui sont activées en amont et/ou en aval de ces

facteurs de transcription.
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Figure 10 : Les voies de signalisation MAPK, PI3K/AKT, JAK/STAT
Constantinescu(2010)
http://www.deduveinstitute.be/signal transduction and molecular hematology.php
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Deux des voies de signalisation récurrentes dans la transduction du signal intracellulaire sont les

voies :

JAK/STAT :

L’activation de la voie JAK/STAT par des facteurs de croissance ou par des cytokines est
impliquée dans de nombreux processus biologiques (prolifération, hématopoiése et réponse
immunitaire).

La kinase Janus (JAK) est une protéine tyrosine kinase qui compte quatre membres JAK1,
JAK2, JAK3 et TYK2. Les protéines JAK possedent un domaine kinase en C-terminal (JH1)
précédé d’un pseudodomaine kinase (JH2) dont 1’activité catalytique est nulle mais qui joue un
role critique dans les fonctions de régulation de la protéine. Ces protéines sont également
constituées d’un domaine SH2 (Src homology 2) et d’un domaine N-terminal nécessaire a la
liaison aux récepteurs des cytokines. L’activité kinase des JAK permet de recruter les facteurs
STAT (Signal Transducers and Activators of Transcription) qui sont au nombre de 7 (STATL, 2,
3, 4, 5a, 5b et 6). Les STAT phosphorylés dimérisent et transloquent dans le noyau ou ils
participent a la régulation de nombreux génes®®. La dérégulation de la voie JAK/STAT est la
source de nombreuses hémopathies. A [D’origine de ces déréglements on retrouve des
translocations impliquant le domaine JH1 (TEL-JAK2®, BCR-JAK?2%) et des mutations dans le
domaine JH2 (JAK2V®'F)® qui aboutissent & des leucémies aigués et des syndromes
myeéloprolifératifs.

L’activation constitutive de STAT3 dans les CSH augmente leur capacité
d’autorenouvellement dans les phases précoces de reconstruction hématopoiétiques®™. Quant &
STATS, fortement activé par la liaison de I’EPO et de 1’IL-3 et en moindre mesure par la liaison
de FIt3-L, lorsqu’il est surexprimé dans les cellules CD34", va augmenter leur capacité de

renouvellement, la myélopoiése et la fréquence de colonies en LTC-IC et CAFC™.

PI3K/AKT :

La liaison d’un ligand a son récepteur tyrosine kinase (RTK), les signaux d’attachement a
la matrice extracellulaire, ou encore la signalisation de cytokines permettront le recrutement a la
membrane de la PI3K (Phospatidylinositol 3-Kinase). La PI3K phosphoryle le phosphatinositol

en position 3D, entrainant le recrutement et la phosphorylation de la sérine thréonine kinase AKT
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et de la PDK1 (phosphoinositide-dependent kinase 1). AKT ainsi activée par phosphorylation
transduit une multitude de signaux impliqués dans des processus tels que le métabolisme du
glucose, la prolifération et la survie. Pten joue un réle clef dans cette signalisation en régulant

négativement la voie PI3K/AKT.
b) Régulation extrinseque des CSH

La régulation extrinseque des CSH rassemble un nombre important de paramétres
environnementaux tels que la liaison aux récepteurs présents a la surface des CSH, avec des
facteurs de croissance, des cytokines, ou encore I’interaction avec la matrice extracellulaire
(ECM), le contact cellule/cellule du méme type ou d’origines différentes : CSH/ostéoblastes
cellules mésenchymateuses ou endothéliales par exemple. Ce systéeme intégré va créer un
environnement ou niche®, favorable & la régulation des fonctions des CSH:
quiescence/prolifération et autorenouvellement/différenciation). L’ensemble de ces éléments est

traité dans la partie 111 « Les Niches Hématopoiétiques » du 1% chapitre.

Récemment, la transduction de seulement quatre facteurs de transcription a permis de
générer, a partir de cellules somatiques, des cellules a la morphologie et au phénotype de cellules
souches. Cette avancée permet de mieux comprendre les mécanismes de régulation des cellules

souches, ainsi que d’envisager une nouvelle approche de la thérapie génique.
c) LesiPS (induced pluripotent stem cells)

Les cellules humaines iPS dérivent de cellules somatiques : fibroblastes dermiques®,
kératinocytes cutanés®, cellules souches neurales™, cellules du sang®™™®’. Cette reprogrammation
est possible grace a I’introduction de quatre facteurs de transcriptions OCT3/4, SOX2, KLF4 et c-
Myc. L’équipe de Thomson a montré que cette reprogrammation était également possible par
I’utilisation d’un cocktail un peu différent, OCT3/4, SOX2, NANOG et LIN28, un protocole qui
présente 1’avantage de s’affranchir de c-Myc, un puissant Oncogénegg. L’introduction de ces

94,95

quatre facteurs de transcription, voire moins pour des cellules plus primitives™, suffit a

reprogrammer des cellules somatiques en cellules souches pluripotentes possédant toutes les
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caractéristiques des cellules souches embryonnaires (ES). Les iPS possedent une morphologie de
cellules ES et en expriment les marqueurs de surface : elles sont capables de former des corps
embryoides, elles ont une activité forte de la phosphatase alcaline et forment des tératomes
lorsqu’elles sont injectées aux souris. Cette decouverte offre de larges perspectives pour la
thérapie génique et la médecine régénerative. En 2009, Raya et ses collegues ont obtenu la
correction in vitro de cellules iPS dérivées de fibroblastes de patients atteints d’anémie de
Fanconi®. Cette équipe a réussi a générer des progéniteurs érythroides et myéloides sains & partir
des cellules iPS corrigées issues de ces mémes patients. Actuellement, cette approche
thérapeutique comporte plusieurs dangers : d’une part liés a I’utilisation d’un oncogéne puissant
(c-Myc) et d’autre part liés aux risques d’intégrations provirales a proximité de promoteurs
d’oncogénes pouvant ainsi engendrer la formation de tératomes lorsque les cellules ne sont pas
correctement engagées ou triées. Le transfert direct de protéines permettrait de contourner les
problémes de tumorogénese, mais actuellement D’efficacité de reprogrammation de ce type

d’approche est encore trés limitée™™.
d) Les progéniteurs érythroides/myéloides/lymphoides

L’activation ou la répression des facteurs de transcription est la clef de la régulation du
systeme hématopoiétique. Les équilibres mis en place pour maintenir une cellule indifférenciée
ou bien au contraire lui permettre de s’engager dans tel ou tel lignage hématopoiétique, integrent
de nombreux signaux intrinseques et extrinseques. Ainsi, le défaut d’un facteur de transcription
peut avoir de lourdes répercussions qui conduiront, dans le meilleur des cas, a la mort de la
cellule et evitera par exemple la transformation cellulaire et le développement tumoral chez un
individu.

Les principaux facteurs de transcription de la différenciation hématopoiétique sont listés ici et
présentés dans la figure 11 (revu dans Orkin and Zon, 2008%%) :

e Lalignée Erythroide : GATA-1, FOG-1, Gfi-1b, EKLF

e Lalignée Mégacaryocytaire : GATA-1, GATA-2, FOG-1, Gfi-1b, Fli-1, NF-E2

o Les cellules Mastocytaires : PU-1, GATA-1, GATA-2

e Les cellules Eosinophiles : PU-1, C/EBPa, GATA-1, C/EBPg

e Les cellules Neutrophiles : PU-1, C/EBPa, Gfi-1, C/EBPg
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e Lalignée Monocytaire/macrophagique : PU-1, Maf
e Lalignée Lymphoide B : Ikaros, PU-1, E2A, EBF, Pax-5, Bclla, Evi9, XBP-1
e Lalignée Lymphoide T : Ikaros, PU-1, Notch, TCF-1, GATA-3

ST-HSC

=
MEP

—

E2A TCF-1-<p»
GAIA~1}( Eaf}< -
> Pax-5<> ATA G-ad>
. Beltta
(Evi9)
GAM-W
F(g.(,;{:,rb G(’:Iﬁ’;}«a GATA-1 Q> C/EF e - XBP-1-<i»
EKLF
O ik @ © @ @ @ o
RBC Megakar;ocyto Mast cell Eosinophil Neutrophil MMa?:'v‘gg ;eg/e B lymphocyte T lymphocyte
‘!I—11,
ST81
F;i:.alele!s
Figure 11 : Principaux facteurs de transcription régulant la différenciation

hématopoiétique

ST-HSC short-term HSC ; CMP progéniteur myeéloide commun ; CLP progéniteur lymphoide
commun MEP  progéniteur  érythro/mégacaryocytaire ; GMP  progéniteur
granulo/macrophagique ; RBC eérythrocytes ( Orkin and Zon, Cell 2008 Hematopoiesis :
An evolving Paradigm for Stem Cell Biology)

Certains de ces facteurs sont a la fois des régulateurs positifs pour leur lignage
hématopoiétique et des régulateurs négatifs de la différenciation vers d’autres lignages.
GATA-1 et PU-1 en sont un bon exemple : une expression forte de GATA-1 et faible de

PU-1 dans le progéniteur myéloide commun (CMP) favorisera la lignée
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érythro/mégacaryocytaire au détriment de la lignée granulo/macrophagique®. 1l en est de méme
a chaque étape d’engagement des cellules, la balance entre les différents facteurs de transcription
orientera la différenciation, entre EKLF et Fli-1 pour le choix érythrocyte ou mégacaryocyte'®,
entre Gfi-1 et PU-1 pour le choix neutrophile ou monocyte/macrophage’®. D’une autre fagon
Pax-5, un FT spécifique de la lignée lymphoide B, est indispensable a I’engagement en cellule B :
son absence provoque une différenciation vers les cellules T et NK mais aussi vers les cellules
dendritiques, les macrophages, les neutrophiles et les précurseurs érythroides (revu dans Nutt and

Kee, Immunity 2007)'%.

2) Les cytokines et leurs récepteurs

L hématopoiése est le résultat de 1’intégration de nombreux signaux initiés par la liaison
de cytokines a leur récepteur. Le signal est ensuite propagé dans la cellule par des voies de
signalisation telles que les voies JAK/STAT, PIBK/AKT et MAPK (que nous avons décrites plus
haut dans la partie Il — A — 1- a) du 1% chapitre). Les cytokines de 1’hématopoiése agissent
souvent en synergie et regroupent environ une trentaine d’interleukines (IL), des « colony-
stimulating factors » (CSF), des interférons (IFNa, B et y), de I’érythropoiétine (EPO) et de la
thrombopoiétine (TPO). Ces cytokines lient des récepteurs qui peuvent étre regroupés en fonction
de caractéristiques communes. lls possédent tous (exception faite des récepteurs a activité
tyrosine kinase) un domaine extracellulaire d’environ 200 acides aminés (aa), un domaine
transmembranaire de 15 aa et un domaine intracellulaire responsable de la transduction du signal.
Les domaines intracellulaires sont trés similaires d’un récepteur a ’autre, la spécificité du signal

résidant dans la liaison du ligand au domaine extracellulaire (Figure 12).
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a) Les récepteurs

Il existe plusieurs classes de récepteurs :
- les recepteurs de classe | regroupant des homo- et hétérodimeres possédant des régions a fortes
homologies :
o dans la partie extracellulaire (4 résidus cystéine conservés, un motif W-S-X-S-W et un
domaine fibrinectine I11),
o dans la partie intracellulaire proche du domaine transmembranaire (des régions Box1/2).

- les récepteurs de classe I, quant & eux, ont perdu le motif W-S-X-S-W".

A chaine y
chalne?p-14-0f commune/ chaine
’chgme c::l* « spécifique d'un
speciTique dun ligand et /ou i
gp-130/chane @ ligand Chane 8 chimes
associée a gp-130 distinctes

Chaine
unique
{): a
IFNRI |FNRII

IL-6 IL-5 - IFN e/
PRL IL-11 s
GH IL-12

CTNF

CT-1

Figure 12 : Principaux récepteurs des cytokines de I’hématopoiése

Les différentes chaines des récepteurs leurs conferent leurs spécificités de liaison au ligand et de
transduction du signal. (adaptée de Baker et al., Oncogene 2007 Hematopoietic cytokine receptor
signaling)
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Les récepteurs de classe | :

- Les récepteurs homodimériques lient les hormones de croissance G-CSF (G-CSFR), EPO
(EPO-R) et TPO (c-MPL). L’EPO et la TPO agissent comme des hormones endocrines alors que
le G-CSF a une action paracrine,

- Les récepteurs hétérodimériques partagent comme monomere la gp130 et lient I’IL-6, le LIF
(leukemia inhibitory factor), I’IL-11, I’IL-12, la cardiotropine 1 et I’oncostatine M,

- Les récepteurs hétérodimériques partagent comme monomere la gp140 (ou chaine B) et lient
I’IL-3, I’IL-5 et le GM-CSF,

- Les récepteurs composés de trois sous-unités différentes (chaines a, y et/ou B) lient I’IL-2, I’'IL-

4, 'IL-7, 'IL-9, et I’'IL-15, la chaine  n’étant pas toujours nécessaire a la transduction du signal.

Les récepteurs de classe Il :

- Les récepteurs a I’IFN sont des récepteurs hétérodimériques dont les deux chaines assurent la
signalisation, ils lient les IFN a, B et v, I’'IL-10, I’IL-19, I’IL-20, I’IL-22, I’'IL-24, ’IL-28a, I’IL-
28b et I'1L-29.

Les autres récepteurs :
- Les récepteurs a activité tyrosine kinase lient le SCF (c-KIT), le FLT3-L (FLT3/FLK2) et M-
CSF (M-CSFR).

b) Les cytokines

Aucun recepteur ne peut transduire de signaux sans la liaison de cytokines sauf, dans le
cas d’activations constitutives a 1’origine de nombreux troubles de la prolifération et de la survie
cellulaire. Ainsi les cytokines qui permettent 1’engagement des CSH et progéniteurs vers des
voies de différenciations spécifiques de 1’hématopoiése, peuvent étre regroupées en deux
catégories, la premiere régulant positivement 1’hématopoiese (IL-3, IL-6, SCF...), la seconde y
exercant un réle négatif (TNFa, TGFp...)(figure 13).
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Figure 13 : Principales cytokines régulant la différenciation hématopoiétique

Les cytokines les plus primitives telles que le SCF, la TPO et le FLT3-L permettent d’entretenir
le caractére souche des CSH, tandis que des cytokines telles que I'IL-4 ou le M-CSF
interviennent plus tard dans la différenciation des progeéniteurs en cellules matures.

Les cytokines régulant positivement les étapes précoces de I’hématopoiese sont les suivantes :

- le SCF, nécessaire a la survie et a la prolifération des cellules les plus primitives, est un
facteur multipotent capable d’agir en synergie avec des facteurs tels que I’'IL-3 le G-CSF et
I’EPO,

- le FLT3-L (Fms Like Tyrosine kinase 3-ligand) est absent des cellules hématopoiétiques

les plus différenciées et est important dans le maintien des CSH,
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- ’IL-3 a une action sur I’ensemble des lignées hématopoiétiques excepté sur la lignee B.
Combinée au SCF, I'IL-3 est capable d’induire la formation de colonies de neutrophiles, de
monocytes/macrophages, d’éosinophiles et de basophiles,

- ’IL-6 agit en synergie avec le GM-CSF et I’IL-3 et semble avoir un effet qui dépasse le
systeme hématopoiétique et le systeme immunitaire et pourrait jouer un réle dans de nombreux
organes.

- le GM-CSF, comme son nom I’indique, est associé au potentiel de formation des
colonies, notamment en test CFC. Outre son action dans le cadre des progéniteurs, il influence
également la différenciation des précurseurs granulo/monocytaires et éosinophiles,

- la TPO agit en synergie avec I’IL-3 et le SCF sur la survie et la prolifération des CSH et
des progéniteurs multipotents. Comme pour le GM-CSF, son action ne se limite pas aux cellules

les plus immatures puisqu’il est indispensable au bon déroulement de la mégacaryopoiese.

Les cytokines régulant positivement les étapes tardives de I’hématopoiése sont :

- le M-CSF régule la différenciation terminale des monocytes et macrophages,

- le G-CSF permet la différenciation de la lignée granuleuse, il agit également sur les
cellules les plus immatures et induit leur mobilisation,

- PEPO est nécessaire a la différenciation érythroide,

- la TPO est le principal facteur de la régulation de la production des plaquettes, il est
également impliqué dans la survie et la différenciation des progéniteurs mégacaryopoiétiques,

- I’IL-2 intervient au niveau des cellules T,

- I’IL-4 est un facteur de croissance des lymphocytes B.
Les cytokines régulant négativement I’hématopoiése sont :

- les IFN ralentissent la croissance des progéniteurs granulo/macrophagiques et
érythroides,

- le TNF-a (Tumor Necrosis Factor o) régule négativement le maintien des CSH en

augmentant I’engagement des progéniteurs'®’,
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- le TGF-B est impliqué dans le maintien des CSH en quiescence en activant 1’expression
de p57KIP2'%, Le role de TGF-P sera développé avec la partie « facteurs extrinséques »,
- le facteur MIPla (Macrophage inflamatory Protein 1 o) maintient les CSH et

progeniteurs immatures dans un état quiescent.

3) Lerole des microARN dans I’hématopoicse

Les microARN (miR)™®, cités pour la premiére fois en 2001 chez les végétaux, sont des
ARN non-codants de 19 a 24 nucléotides qui assurent la régulation post-transcriptionnelle des
génes en empéchant la traduction ou en déstabilisant les ARNm.

Les miARN sont transcrits par I’ARN polymérase II sous la forme d’un précurseur en
épingle a cheveux. Dans le cytoplasme, les miARN en épingle a cheveux sont clivés par Dicer
pour se retrouver sous la forme de simples brins intégrés au complexe RISC (RNA Induced
Silencing Complex). Les miARN servent de motifs de reconnaissance au complexe RISC. La
liaison complete ou partielle de ce miARN mature & une séquence complémentaire, située dans la
région 3’ non traduite (3’UTR) des ARN, entraine le clivage ou I’inhibition des ARNm ciblés.
Les miARN sont exprimés dans tous les compartiments cellulaires et notamment dans le
compartiment hématopoiétique ou ils participent au maintien des CSH et a 1’engagement des

progéniteurs (revu dans Vasilatou et al., European Journal of Haematology 2010)**° (figure 14).
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Figure 14 : Principaux microARN régulant ’hématopoiése

* dans la souris, soulignés inhibent la différenciation ;

MPP progéniteurs multipotents ; CMP progéniteur myéloide commun ; CLP progéniteur
lymphoide commun, GC-B cell cellules B du centre germinatif, ABC cellules B activées ; MEP
progéniteur érythro/mégacaryocytaire, EP précurseurs érythroides, MEG précurseurs
mégacaryocytaires, RBC  érythrocytes, PLT  plaquettes ; GMP  progéniteur
granulo/macrophagique, MP monocyte-macrophage, MON monocyte, MAC macrophage, GP
précurseurs granulocytiques; ( Vasilatou et al., European Journal of Haematology 2010 The role
of microRNAs in normal and malignant hematopoiesis)
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Le réle des miR dans les CSH :

Les miR jouent chacun des rdles différents dans le processus de différenciation des CSH.

L’expression de miR-181a et 128a dans les CSH inhibe la différenciation vers toutes les lignées
hématopoiétiques alors que 1’expression de miR-146 n’inhibe que la différenciation vers le
progeniteur lymphoide commun. De méme, I’expression de miR-155, 24a et 17 bloque la
différenciation en progéniteurs myéloides™!. La surexpression de hsa-miR-520h dans les CSH
inhibe ’expression d’ABCG2 et augmente la fréquence des colonies en CFC™?, ce qui laisse &

penser que hsa-miR-520h favoriserait la différenciation des CSH en progéniteurs.

Le r6le des miR dans la lignée érythro/mégacaryocytaire :

La surexpression de miR-221 et miR-222, dans des cellules CD34" de sang de cordon
ombilical, bloque la différenciation et la maturation érythroide en ciblant c-Kit et augmente ainsi
le nombre d’érythroblastes™®. De méme, la surexpression de miR-155 diminue les capacités de
différenciation dans toute la lignée myéloide®*".

Dans le modéle du Zebrafish, GATA-1 active in vivo la production de miR-451, qui, lorsqu’il est
inhibé, empéche la maturation des érythrocytes'. L’expression des miR-10a, 126, 106, 10b, 17
and 20 est diminuée dans la mégacaryopoiése™™. Par ailleurs et de facon intéressante, miR-10a a

été rapporté comme régulant des genes de la famille Hox.

Le réle des miR dans la lignée granulo/monocvytaire :

L’expression des miR-16, -103 et 107 inhibe la différenciation du progéniteur myéloide
commun en progéniteur granulo/macrophagique et ’expression des miR-17-5p, 20a et 106a
diminue la différenciation monocytique et augmente le nombre de cellules blastiques™®. Les
miR-17-5p, 20a et 106a lient la partie 3’UTR de I’ARNm de RUNX1 induisant une diminution
de I’expression de la protéine de RUNX1 et d’un de ses génes cibles : le récepteur du M-CSF (M-
CSFR). En retour, RUNX1 est capable de lier les promoteurs de ces clusters de miR et de bloquer
leur transcription. Une autre voie de régulation possible passe par I’inhibition de p21 par miR-17-
5p117

cette régulation reste encore a déterminer.

. miR-223 joue un réle important dans la granulopoiése, mais le mécanisme exact permettant
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Le réle des miR dans la lignée lymphocytaire :

Un des principaux miR de la régulation lymphoide est miR-150 (chez la souris), il est
préférentiellement exprimé pendant la maturation des cellules B et T et réprimé dans les cellules
T naives (Thl et Th2). L’expression prématurée de miR-150 pendant la maturation des cellules B
bloque la transition de pro-B en pré-B'*®, sans doute en régulant I’expression du facteur de
transcription c-Myb qui est principalement exprimé dans les lymphocytes B matures™®. On
observe par ailleurs une augmentation de I’apoptose dans la population de pro-B exprimant miR-
150.

Le KO de souris miR-155"" a permis d’identifier ce miR comme un acteur important de la
lymphopoiése, spécialement dans la différenciation des T-helper et I’activation des lymphocytes

dans le centre germinatif ou il agit sur la production des cytokines®

. A T’inverse, les souris qui
surexpriment le miR-155 ont une prolifération anormale des cellules pré-B et développent des

leucémies lymphoblastiques*®.

La mise en évidence récente des miR offre de nombreuses perspectives dans la
compréhension des mécanismes de régulation des ARNm et de I’expression de leurs protéines,
ainsi que dans la lutte contre le cancer, notamment avec le développement d’ « antagomirs » ou

de miR a la propriété de « suppresseurs de tumeur ».
B. LES TESTS FONCTIONNELS

L’identification et 1’étude du comportement des cellules souches ont nécessité la mise au

point de tests in vitro et in vivo.
1) Tests in vivo : le modele de la souris immunodéficiente

L’étude de I’hématopoiese in vivo est rendue possible par I’utilisation de la souris. Malgré
de nombreuses différences (marqueurs de surface, facteurs de croissance, microenvironnement)
en comparaison a I’Homme, le modéle murin demeure un outil privilégié gréce a la possibilité de
générer des déficits ciblés. D’autre part, 1’utilisation d’animaux immunodéficients a rendu

possible la transplantation des cellules humaines et I’étude des CSH humaines xénogreffées.
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La technique majeure de caractérisation de la cellule souche hématopoiétique est la
reconstitution a long terme du systeme hématopoiétique dans un receveur apres un
conditionnement myélo-ablatif. Le modele murin s’est ainsi révelé étre incontournable dans
I’étude du comportement des cellules souches face a des situations physiologiques (cytokines) ou
de stress (irradiation) mais également dans 1’étude des processus régulant la transplantation, des
capacités de mobilisation et du «Homing». L’étude des caractéristiques des CSH humaines par
xenogreffe est devenue réalisable notamment grace au deéveloppement de modéles murins
immunodéficients capables de soutenir la croissance de cellules non murines (comme la souris
NOD/LtSz-scid 1L2r"").

Les différents modeles présentés ci-dessous (figure 15 et tableau 2) sont aujourd’hui
utilisés dans de nombreux domaines de la biologie : étude du développement et des fonctions du
systeme immunitaire, maladies infectieuses (HIV, malaria, infections par hélicobacter pylori,

trypanosome...), maladies auto-immunes, processus de cancérisation et médecine régenérative
122

64



NP
5
Ragl-/-
MNOD/SCID Nowl:aagl-
Bam-/- ILZrg-/- J-ILZrg-/-
T .
MODARagl-
o — II‘I._

Prfl-/-

MNODARagl-
A-Prfl-F-

Figure 15 : Genese des principaux modeéles de souris humanisées
(Modifiée d’apres Shultz et al., Nature Reviews Immunology (2007) 7, 118-130 Humanized mice
in translational biomedical research)
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Mutation lignée Nomenclature Phénotype Avantages Inconvénients
Pas de cellules B et T
i C.Bka Igh(b)- it P qm T lules MK fonctionnell
Prkde(scid) €.B-17-scid - gh(b) muiure.s Sf-ﬂil‘b 5 QUX as de cellules B et Ce_ ules ondu-.lnna es,
Prkde(scid)/lerSmn radiations (défaut de matures prise de greffe faible
réparation de 1"ADN)
Pas de cellules B et T
Pas de cellules B et T | matures, niveau faible de|Sys. Immunitaire résiduel,
. NOD.CB17- matures, sensibles aux ME, Sys. Immunitaire  |Cellules ME fonctionnelles,
Prkde(scid) NODB/SCID Prkde(scid) radiations, Sys. inné diminué, durée de vie limitée
Immunitaire inné diminué | augmentation de la prise [(lymphomes)
de greffe
Prkde(scid)- D | eneiles aux |Teau s faible de N, Durée de vie lnités
B2m(tmiUne-j) | N0/ SCIO B2m-/-| Pricde(scid)Bamltmd | | o !m ‘4o Bon, | GUgentation de la prise |(tymphomes),
miTmllne- . Hé h
J Une/J) (déFaut de MHCI) de greffe émochromatoses
NOD12957(B6)- Mutation de Rogl donc .. Sys. Immunitaire résiduel,
ngl{fmanm] NOB/Ragl-/- 957(B6) pas de cellules Bet T n%;ﬂfé&::féux cellules MK actives (limite lg
Ragl(tmiMom/J) matures a prise de greffe)
NOD12957(B6)- Mutation de Ragl donc Résistentes aux
Ra.gl(fmiMom}- NOD/ Rﬂgi'." Raal(tmiM Prfi(+ pas de cellules B et T radiations, trés peu de |Quelques MK actifs
Erfi(tm1Sdz) /Prfl-/- agl(tmiMom) ( matures, pas de cytotoxicité des NK, |(diminue la prise de greffe)
miM.ﬂ!l\fJ) perforine bonne prise de greffe
Pas de cellules B et T Pas de molécules du MHC
matures, sensibles aux | Durée de vie 90 semaines |(pas de sélection des
. . NOD.Cg- radigtions, défaut de la | (longue), pas de NK, haut |cellules T dans le thymus),
Prkde(scid)- NOD/Lt5z-scid Prkde(scid)IL2rg(t chaine y du récepteur & niveau de greffe, défaut de certaines
IL2rg(tmIWjl) IL2rg-/~ rede scl rgirm I'IL-2 (diminue la développe un sys. cytokines nécessaire d la
1WJI-"‘52‘T) signalisation des Immunitaire humain, pas [survie et au développement

cytokines et donc le Sys.
Immunitaire inné)

de géne IL2rg

des cellules humaines,
niveau faible de cellules T

Tableau 3 : Principaux modeéles de souris humanisées
(Adapté de Shultz et al., Nature Reviews Immunology (2007) 7, 118-130 Humanized mice in
translational biomedical research)

- Les souris immunodéficientes humanisées :

A la fin des années 80, les premiéres xenogreffes de cellules hématopoiétiques humaines

ont été réalisées en utilisant la souris C.B-17-sci

d123

(severe combined immunodeficiency). Ce

modele de souris présente une mutation homozygote dans la sous unité catalytique de la protéine

kinase ADN-déependante (Prkdc), impliquée dans le réarrangement des segments V(D)J des

immunoglobulines et des récepteurs T présents a la surface des lymphocytes, et n’a pas de
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lymphocytes B et T matures. Les souris SCID sont radiosensibles et n’ont ni réponse humorale,
ni réponse cellulaire T, ce qui permet de greffer des cellules humaines'®. La greffe de cellules
humaines ne représente alors qu’un faible pourcentage de la moelle totale du receveur. La
différenciation et I’augmentation des cellules humaines sont facilitées par 1’administration aux
souris de cytokines humaines IL-3, érythropoiétine (EPO), SCF ou GM-CSF*®. C’est a ce
moment que le terme scid-repopulating cell (SRC) apparait pour désigner les cellules souches
humaines capables de coloniser la moelle osseuse de 1’animal aprés injection intraveineuse et
d’établir une hématopoi¢se humaine.

Cependant, la présence chez la souris SCID de cellules my¢loides, de NK et d’un
complément actif n’est pas favorable a 1’obtention d’une forte greffe des cellules humaines, ce
qui a conduit au développement de la souris NOD/SCID (ou NOD/LtSz-scid), une souris plus
immunodéficiente, résultat du croisement de la souris SCID et de la souris NOD/LtSz (Non
Obese Diabetic)'?°. Cette souris a été utilisée et validée avec des greffons de différentes origines :
lymphocytes T humains™?’, CSH isolées a partir de sang de cordon ombilical’®, de cellules de la

129 et de cellules de sang périphérique mobilisé™**. Mais la présence résiduelle,

moelle osseuse
chez cette souris NOD/SCID, de cellules NK et de macrophages inactifs est un facteur limitant de
la prise de greffe. Ces cellules peuvent étre éliminées par I’administration d’un anticorps anti-
asialo GM1™! ou d’un anticorps anti-CD122"*? (chaine B du récepteur a 1’'IL-2) ce qui a pour
effet d’en améliorer la repopulation.

De nouveaux modeles murins ont été par la suite développés dans le but de rendre ces
animaux encore plus immunodéficients et de permettre une étude a tres long terme de
I’hématopoiese : la souris NOD/SCID/B2m'/ “ou le géne B2 de la microglobuline est absent™. La
microglobuline est nécessaire a la constitution du complexe majeur d’histocompatibilité 1
(CMH1), cette souris présente donc un potentiel de greffe supérieur a la souris NOD/SCID'*,
Cette souris a permis de mettre en évidence des STRC™*® (Short Term Repopulating Cells), mais
ce modele présente une surcharge en fer et développe des lymphomes qui limitent les études a
long terme. Toujours sur le fond genétique NOD, de nouveaux croisements ont permis d’établir
des lignées telles que la souris NOD/RAG1"**, la souris NOD/RAG1"PFP1"™  la protéine
RAG (recombination-activating gene 1) servant a la recombinaison V(D)J et la protéine perforine

(PFP) étant indispensable a I’activité cytotoxique des cellules NK.
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Aprés les souris C.B-17-SCID et la souris NOD, le troisiéme grand pas dans le
développement de souris humanisées a été la souris mutée sur le locus de la chaine y du récepteur
a I’interleukine 234

liaison et la transduction du signal des interleukines : IL-2, IL-4, IL-7, IL-9, IL-15 et IL-21'%%,

. La chaine y du récepteur de I’'IL-2 est un composant crucial dans la

Ainsi, I’absence de cette chaine y conduit a un défaut de maturation des lymphocytes B et T et
empéche la production de NK. Cette mutation a donné lieu a plusieurs croisements, mais nous ne

retiendrons ici que la souris NOD/LtSz-scid IL2ryc™"404!

, souvent désignée sous le terme de
NOG. La greffe de CSH dans ces souris est bien meilleure que dans les lignées précédemment
décrites. Elles ont ainsi permis de diminuer le nombre de CSH nécessaires a la greffe. Ce modeéle
permet également la différenciation des CSH en progéniteurs des différents lignages

141 et de lymphocytes T,

hématopoiétiques avec génération de plaquettes'*, de globules rouges
De plus, les souris IL2ry"' rendent possible I’analyse des Short Term- et Long Term-repopulating
stem cells, mises en évidence dans le modéle de la NOD/SCID******, La souris NOD/LtSz-scid
IL2ry”, qui a une durée de vie de 90 semaines contre 37 pour la NOD/SCID, permet un suivi &

plus long terme de I’hématopoicse et des effets du transfert de gene, par exemple.

Différents modes d’injections des CSH ont permis de mieux les caractériser, et
notamment d’étudier le réle du microenvironnement aussi appelé « niche ». Les CSH ont été
injectées par injection intraveineuse, intrahépatique ou intrapéritonéale dans des animaux adultes

ou nouveaux nés. L’injection intra-fémorale**

a permis, en s’affranchissant du « Homing » et en
évitant la séquestration des cellules par les tissus, la caractérisation de nouvelles populations de
CSH : les R-SRC (Rapid-Scid Repopulating Cells) détectées apres seulement 15 jours de greffe et
produisant essentiellement des cellules myéloides et érythroides.

Quel que soit le mode d’injection des cellules, toutes les souris immunodéficientes ont
besoin d’étre conditionnées pour recevoir les greffons : irradiation a 3,5-4 Gy ou traitement au
busulfan par voies intrapéritonéales*®. Par ailleurs, I’administration de cytokines n’est pas
nécessaire si la quantité de cellules greffées dépasse le nombre de 500**°. Tout cela montre que
méme si ces modeles murins ne sont pas toujours totalement adaptés a I’étude du systéme
hématopoiétique—absence de différenciation terminale de certaines lignées hématopoiétiques

humaines, sans doute due a I’absence d’expression de molécules du systtme HLA (Human

68



Leucocyte Antigen)—ces modeles fournissent un environnement propice a 1’établissement de «

niches hématopoiétiques » en croisant les signaux humains et murins.

2) Testsinvitro: LTC-IC et CFC

Les colony-forming cell (CFC) sont utilisées afin de révéler et de quantifier le potentiel
des progéniteurs a former, en fonction de leur engagement hématopoiétique, des colonies
morphologiquement identifiables (taille, couleur, nombre de clusters) aprés culture dans un
milieu semi-solide. Des cocktails de cytokines (SCF, IL-3, IL-6, Epo, G/GM-CSF et TPO)
permettent la formation de colonies issues des progéniteurs érythroides (colony forming unit-
erythroide CFU-E et burst forming unit-erythroide BFU-E), granulo-macrophagiques (CFU-G,
CFU-M et CFU-GM), mégacaryocytaires (CFU-MK), et des colonies générées a partir de
progeéniteurs plus immatures et bipotents tels que les progéniteurs érythro-mégacaryocytaires. Ce
type de test met en évidence le potentiel des progéniteurs déja engagés (a 1’exception de la lignée
lymphoide) mais ne permet pas de révéler le potentiel de cellules plus primitives (cellules
souches).

Pour révéler le potentiel de cellules plus immatures, les cellules sont déposées sur un
stroma qui mime le microenvironnement médullaire. Celui-ci joue un rdle primordial dans
I’autorenouvellement et la différenciation des cellules souches via des interactions physiques
(molécules d’adhésion) et I’activation de voies de signalisations (facteurs sécrétés et cytokines).
Les LTC-IC (Long term culture-initiating cells) consistent donc a cultiver des cellules au moins 5
semaines en milieu liquide sur stroma, souvent des MS-5 ou des OP9 (lignée stromale murine).
Ces cellules sont ensuite analysées en tant que CFC. Les cellules primitives restent en
quiescence, s’autorenouvellent et/ou se différencient en progéniteurs qui, plantées dans un milieu
semi-solide, peuvent former des colonies. Pendant les 5 a 6 semaines de culture, les précurseurs
et progeéniteurs tardifs sont éliminés.

Il est aussi possible d’identifier des progéniteurs trés primitifs en maintenant la culture sur
stroma pendant environ 12 semaines. Cette prolongation de la culture révéle une sous population
de LTC-IC appelée E-LTC-IC (Extended-LTC-IC)*’ capable de rester en quiescence et/ou de

s’autorenouveler. Une autre technique de culture a long terme également basée sur la coculture de
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cellules stromales et de CD34 de MO appelée « cobblestone area-forming cells » (CAFC) permet
la quantification de clones hématopoiétiques.

Pour évaluer la fréquence de LTC-IC au sein d’une population enrichie en cellules
souches hématoporteétiques, il est nécessaire de réaliser des dilutions limites et d’y appliquer la loi

de Poisson.

3) Phénotype et isolement des cellules souches hématopoiétiques

Le marqueur spécifique de la cellule souche n’existe pas : cette derniere est masquée au
milieu de populations hétérogénes, n’est pas morphologiquement identifiable (quoique de petite
taille) et est difficilement accessible car localisée dans des niches. Aussi la caractérisation
phénotypique et la purification d’une population enrichie en cellules souches sont-elles réalisées
par la combinaison de marqueurs membranaires (positifs CD34 et/ou négatifs CD38, figure 16)

et/ou par la mise en évidence de marqueurs métaboliques (ALDH, Side population).

CSH

Lin-CD90+CD38-CD34*

Lin- CD38* CD34* @
IL- 3Rdilow
CD45RA- | CMP
_— 3 \ CLP

@ MEP GMP

Lin- CD3-8+ D34+ Lin- €D 38* CD34* Lin-Ch38*
IL- 3Ru ] IL- 3RO CD34+CD10
CD45RA CD45RA*

Figure 16 : Marqueurs membranaires des CSH et des progéniteurs hématopoiétiques

CSH cellules souches hématopoiétiques ; CMP progéniteur myeloide commun ; MEP progéniteur
érythro-mégacaryocytaire ; GMP progéniteur granulo-macrophagique ; CLP progéniteur
lymphoide commun (figure adaptée de Bryder et al., Am J Pathol 2006 Hematopoietic stem
cells: the paradigm tissue specific stem cell)
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On parle d’un enrichissement en cellules souches car la plupart de ces marqueurs sont
labiles et spécifiques de 1’état spatiotemporel dans lequel se trouve la cellule souche.
Classiquement, les cellules souches hématopoiétiques humaines ont trois origines :
- Moelle osseuse (surtout os plat chez I’adulte)
- Sang périphérique
- Sang de cordon ombilical (méthode non-invasive)

a) Les marqueurs membranaires :
A T’heure actuelle, I’identification de protéines membranaires est le meilleur moyen pour
discriminer les CSH des autres populations cellulaires. L’expression, ou au contraire, 1’absence

d’expression, permet d’isoler les CSH par un marquage et un tri en cytométrie en flux.

Marqueur Lin":

Le marqueur Lin" (lineage minus) est en fait un cocktail d’anticorps qui va permettre
d’¢éliminer les cellules qui possédent a leur surface des marqueurs spécifiques des lignées, donc
des cellules engagées, et ainsi conserver les cellules les plus immatures. 1l est souvent composé
d’anticorps dirigés contre les molécules: CD2, CD3, CD11b, CD11lc, CD14, CD16, CD19,
CD24, CD56, CD66b, glycophorine A. Tl s’agit d’un enrichissement par déplétion des cellules

matures.

L’antigéne CD34 :

Le cluster de différenciation 34 a été ’un des tous premiers marqueurs membranaires™*
caractérisant une population de CSH humaines, et il est actuellement 1’antigene le plus utilisé
dans 1’étude et la caractérisation des cellules souches humaines. Il s’agit d’une glycoprotéine
transmembranaire fortement glycosylée, de la famille des sialomucines, impliquée dans

I’adhésion*®, la migration cellulaire®

et le « homing ». Une population triée sur le marqueur
CD34 est capable de générer des CFC, des LTC-IC et des SRC. Son r6le au niveau de la cellule
souche reste mal connu, notamment parce qu’il n’identifie pas uniquement des cellules souches
mais aussi certains progéniteurs avec une expression qui va décroitre en méme temps que la

spécialisation des cellules augmente. De plus, une population possédant les criteres des cellules
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souches a été mise en évidence au sein des CD34™ humaines™'*?. Ces SRC CD34" sont
extrémement rares mais rappellent la labilité des marqueurs membranaires en fonction de

H™® (quiescence ou autorenouvellement). De

I’environnement et du degré d’activité des CS
méme, I’hypoxie régule I’expression du marqueur CD34 et augmente le ratio forme

compléte/forme tronquée™>*.

L’antigéne CD38 :

Le CD38 est un marqueur négatif des CSH. En effet, a ’inverse des cellules CD34",
I’antigéne CD38 n’est pas exprimé a la surface des CSH et son expression apparait lors de la
différenciation des cellules. Les CSH humaines sont donc CD34"CD38". Cependant, en condition
ex vivo, les cellules CD347CD38 peuvent proliférer et se différencier sans acquérir le marqueur
CD38, ces cellules ne sont pourtant pas capables de greffe a long terme™. Ce travail attire
I’attention sur le fait que le phénotype observé en culture liquide ne corréle pas toujours avec la
capacité des cellules a produire des SRC et dépend sans doute de I’environnement et de 1’état

d’activation des CSH™™®,

L’antigéne CD133 :
Le CD133 (AC133) peut se substituer au CD34'. Il est présent a la surface des cellules

hématopoiétiques humaines primitives et des progéniteurs neuronaux et est rapidement sous
exprimé lors de la différenciation hématopoiétique. Il est impliqué dans la polarisation des
cellules CD34" et des leucocytes, et dans la migration des cellules hématopoiétiques immatures
vers la moelle osseuse®®. Par ailleurs, il est exprimé sur de nombreux autres types cellulaires et

sur certaines cellules tumorales (revu dans Ferrandina et al., Expert Opin Ther Targets 2009)™°.

L’antigéne CD90 (Thy1.1) :
(160,161

Le marqueur CD9 combiné au CD34 permet d’isoler des CSH possédant un
potentiel de greffe supérieur aux cellules CD34"CD90". 1l est souvent utilisé en combinaison avec

le CD34" et le CD38".
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Le VEGFR2 (KDR/FLK1) :
0,1% a 0,5% des cellules de la fraction de CD34" expriment, a leur surface, le récepteur

au VEGFA (vascular endothélial growth factor A). La combinaison CD34'KDR™ permet de
différencier les cellules souches hématopoiétiques des progéniteurs (CD34"KDR’). Ce marqueur

reste peu utilisé et controverse.

L’antigéne CD117 (c-Kit) :

CD117 est un récepteur tyrosine kinase capable de lier deux isoformes du SCF (stem cell
factor) 1’une est soluble et I’autre est accrochée a la membrane cellulaire et/ou au stroma. Ces

H162

deux isoformes sont impliquées dans la régulation des CS tout en activant des voies de

signalisation différentes™®

(survie, autorenouvellement, différenciation, adhésion, homing,
migration). Une mutation constitutive de c-kit peut le rendre ligand indépendant et provoquer une
prolifération anormale du compartiment des CSH et les mutations W (White Spotus locus) de c-

kit engendrent un dysfonctionnement global du systéme hématopoiétique®®.

b) Les marqueurs métaboliques

Les CSH sont des cellules de petite taille qui ont un métabolisme glycolytique et une
masse mitochondriale réduite??, ce comportement est di a I’adaptation des CSH a leur
environnement hypoxique. Ce choix métabolique leur permet entre autre de limiter 1’instabilité
génique. Par ailleurs, les CSH ont développé d’autres mécanismes capables de les protéger d’un

environnement toxique.

L’aldéhyde déshydrogénase (ALDH) :

L’ALDH est une enzyme intracellulaire impliquée dans la transformation de I’acétate en
acetylCoA. Elle est fortement exprimée dans les CSH et progéniteurs hématopoiétiques, ou elle

185 Avec

leur confere une certaine résistance aux agents alkylants tels que le cyclophosphamide
un marquage fluorescent de ’ALDH (ALDEFLUOR®), il est possible d’accroitre le potentiel

SRC de cellules triées sur CD34*CD38" d’environ 10%°.

73



Side Population (SP) :

Les CSH peuvent étre enrichies sur leur capacité a relarguer des colorants vitaux via un

systeme de pompe a efflux de la famille des transporteurs ABC (ABCG2, MDRI1,...). Ainsi, le
colorant vital Hoechst 33342 (fixe I’ADN et I’ARN) et la Rhodamine-123 (fixe les
mitochondries) sont utilisés afin d’identifier une population appelée SP (Side Population). Le
Hoechst 33342 exploite deux caractéristiques des CSH : un marquage faible de ’ADN di a un
état quiescent et une activité forte des pompes a efflux. Ce marquage est classiquement utilisé
dans I’identification de CSH murines mais est encore soumis a controverse quant a son utilisation

dans le modéle humain.
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l1l. LA NICHE HEMATOPOIETIQUE

A la fin des années 70, la coculture®’ sur stroma (cellules adhérentes) permet d’entretenir
une hématopoiése fonctionnelle. Le concept de niche est abordé pour la premiere fois en 1978 par
Schofield dans le modéle du systéme hématopoiétique®. Il y décrit un espace au sein de Ios, fait
d’interactions cellules/cellules et capable de conserver et d’entretenir les capacités prolifératives
des CSH tout en empéchant leur maturation. Aujourd’hui, de nombreuses niches et cellules
souches associées ont pu étre identifiées au sein de différents tissus : dans le muscle les cellules
satellites du muscle, les cellules souches neurales, les cellules souches intestinales, les cellules
souches du bulbe des follicules pileux et de la région interfolliculaire de 1’épiderme, et dans les
testicules avec les cellules souches spermatogoniales ou germinales (revu dans Morrison et
Spradling, Cell 2008)*.

La niche osseuse, localisée dans la région sous-trabéculaire au contact de 1’endoste, est un
abri dans lequel les cellules souches se lovent, s’autorenouvellent et se maintiennent dans un état
indifférencié’®. Cette structure anatomique inclut des composés cellulaires et non cellulaires
ainsi que I’intégration de signaux locaux et systémiques. Le maintien des CSH en coculture in
vitro et les tests de homing in vivo ont permis de confirmer la réalité physique d’une structure

0

capable d’accueillir les CSH. Dans 1’0s, deux niches'™® ont pu étre caractérisées : la niche

ostéoblastique (ou endostéale), proche de 1’anoxie, qui maintient les CSH dans un état quiescent

en inhibant leur prolifération et la niche vasculaire'’

, davantage oxygénée, qui permet
I’expansion du compartiment CSH/progéniteurs (figure 17). Ainsi, I’absence de niches
fonctionnelles suite a un défaut d’ostéogenése ou du remodelage osseux entrainera des
perturbations du systéme hématopoiétique’’®. Dans les deux niches présentées ci-dessus, le
maintien des CSH requiert 1’activation des voies de signalisation BMP/TGF-B, Tie2/Ang-1,

TPO/Mpl, shh, Wnt et Notch.

75



Région endostéale Région centrale

Stimulation

Os
Trabéculaire

Moelle Osseuse

Os
Compact

Ostéoblaste ?"é'
Ostéoblaste

}_

@ ©

CSH CSH
engagées Vaisseaux

Os
Trabéculaire

Figure 17 : Région endostéale et région centrale de 1’os

La région endostéale est proche de la surface interne de 1’0s. Les CSH qui résident dans cette
région recoivent des signaux d’inhibition des pré-ostéoblastes, mais les CSH sont également
exposées aux signaux émanant du systéme vasculaire. Dans la zone centrale, les signaux du
systeme vasculaire sont dominants et stimulent les CSH. (modifiée d’aprés Xie et al.,Nature.
(2009) Detection of functional haematopoietic stem cell niche using real-time imaging).
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A. PRESENTATION DES NICHES HEMATOPOIETIQUES
1) La niche ostéoblastique (ou endostéale)

Les ostéoblastes jouent un réle central dans la régulation du tissu osseux, mais aussi dans
la régulation de I’hématopoiése, en sécrétant des facteurs tels que le G-CSF, le GM-CSF (revu
dans Taichman Blood 2005)*", le SDF-1, I’IL-6 ou encore le SCF'™.

Dans la population ostéoblastique, certaines cellules expriment fortement la molécule
d’adhésion N-Cadhérine & leur surface et sont appelées SNO (Spindle-shaped N-cadherin® CD45"
Osteoblastic). Elles sont activées par I’hormone parathyroidienne (PTH) et jouent un role tres
important dans la régulation et la taille de la niche hématopoiétique'”. Les cellules SNO
métabolisent la matrice extracellulaire, développent des interactions N-Cadhérines/B-caténines et
intégrines avec les CSH et sécretent des facteurs de croissance nécessaires au maintien des CSH
comme la TPO et I’Ang-1 (angiopoiétine-1). Ainsi, 1’ostéopontine (OPN) sécrétée par les
ostéoblastes est reconnue par les intégrines f1 des CSH et agit comme un régulateur négatif sur
leur prolifération, permettant leur localisation a la surface de 1’endoste dans un état quiescent™ .
Les souris transgéniques, surexprimant le récepteur PPR spécifique de I’hormone parathyroide
(PTH) et de la PTH-related Protein (PTHrP), ont un nombre accru d’ostéoblastes en culture, de
CSH in vivo'™ et sécrétent de grandes quantités de Jagged 1, le ligand de Notch. Cet effet est
inhibé par ’administration d’un inhibiteur de la y-sécrétase, qui empéche le clivage et I’activation
de la voie Notch. De méme, la délétion conditionnelle des ostéoblastes chez 1’adulte, grace a
I’expression de la thymidine kinase sous dépendance du promoteur du collagéne alphal de type
1, specifique des ostéoblastes, provoque une diminution du nombre d’ostéoblastes et
d’ostéoclastes a la surface de I’endoste ainsi qu’une diminution du nombre de CSH'"*"®, La
communication entre les CSH qui produisent les monocytes dont dérivent les ostéoclastes et les
ostéoblastes qui les activent en sécrétant le ligand RANK'", va permettre de déterminer la taille
de la niche par résorption osseuse.

Récemment, des travaux réalisés par Jung et al.,"®® montrent que les CSH, aprés un stress
myélo-toxique, sont capables d’orienter la différenciation de cellules mésenchymateuses vers la
lignée ostéoblastique et ainsi de diriger I’aménagement de leur niche via 1’activation de la voie

BMP (Bone Morphogenic Protein).
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Il n’est pas possible, actuellement, d’affirmer que la greffe et I’expansion des CSH et des
progéniteurs immatures nécessitent un contact direct avec les ostéoblastes, lesquels ne sont pas
systématiquement retrouvés associés aux CSH. Cependant, si le contact n’est pas toujours
nécessaire, la proximité des ostéoblastes est requise pour assurer les fonctions des CSH et des
progeniteurs. En établissant des gradients de facteurs de croissance et en sécrétant la matrice
extracellulaire, les ostéoblastes régulent la niche hématopoiétique ou ils sont eux-mémes régulés
par les autres types cellulaires présents (cellules mésenchymateuses, macrophages, cellules

endothéliales...).
2) La niche vasculaire

La vascularisation de I’os comprend les artéres qui pénetrent 1’os compact a intervalles
réguliers et bourgeonnent en capillaires qui convergent vers un sinus central. Un immuno-
marquage CD31 rend possible la visualisation du réseau vasculaire a la surface de 1’endoste et

dans la zone trabéculaire!®

(figure 18). La présence d’une seconde niche hématopoiétique dans
I’environnement de 1’0s, au contact des sinus endothéliaux, a récemment été mise en évidence en
utilisant la famille des récepteurs SLAM'' ou CD150 (signaling lymphocyte activation
molecule). L’existence d’un précurseur commun (I’hémangioblaste) aux cellules endothéliales et
aux CSH durant I’embryogenése renforce I’hypothése d’une relation étroite entre ces deux types
cellulaires®. Ainsi, la coculture de cellules primaires endothéliales et de CSH favorise I’expansion
ex vivo de ces derniéres et augmente leurs capacités de greffe en transplantation compétitive®®.
Cependant, toutes les cellules endothéliales primaires issues d’organes non hématopoiétiques ne

favorisent pas la greffe'®,
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Figure 18 : Réseau vasculaire au sein de I’os

Un anti-CD31 immunofluorescent révele ’architecture complexe du réseau vasculaire dans la
région trabéculaire du tibia et le long de la diaphyse a la surface de I’endoste. En bleu, un
marquage DAPI qui marque les noyaux (figure extraite de Lo Celso et al., Nature. (2009) Nature.
2009 Live-animal tracking of individual haematopoietic stem/progenitor cells in their niche).

La souris TPO”" a permis de montrer que la maturation des mégacaryocytes pouvait se
faire indépendamment de la thrombopoiétine et ce, par simple contact avec les cellules
endothéliales sinusoidales en réponse aux facteurs de croissance FGF-4 et SDF-1. Le FGF-4
permet ’adhésion des mégacaryocytes aux cellules endothéliales sinusoidales favorisant ainsi
leur survie et leur maturation, tandis que le SDF-1 augmente la production de plaquettes et leur
migration en localisant les meégacaryocytes aux jonctions intercellulaires des cellules
endothéliales sinusoidales*®*.

L’ensemble de ces résultats présente la niche vasculaire comme une alternative a la niche
osteoblastique, mais avec des fonctions différentes : la niche endostéale assurant le maintien des
CSH dans un état quiescent et la niche endothéliale favorisant la maturation et la différenciation
des CSH. Cependant, la déconstruction de la niche ostéoblastique, par délétion des ostéoblastes,
initie une hématopoiése extramedullaire'”®, signifiant que la niche vasculaire a elle seule n’est pas

capable d’assurer une hématopoicse fonctionnelle.
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Il est probable que la niche endostéale serve de réservoir aux CSH, tandis que la niche
vasculaire, en fournissant un environnement plus riche en nutriments, facteurs de croissances et
oxygeéne, favoriserait la différenciation et la mobilisation des CSH et des progéniteurs qui, une
fois arrivés a maturation, ont un acces direct sur la circulation systémique. Une autre fonction
probable de la niche vasculaire, qui sera discutée dans la partie « homing et mobilisation », est

son rdle dans la transition entre la circulation sanguine et la niche ostéoblastique et inversement.

B. SIGNALISATION DANS LA NICHE HEMATOPOIETIQUE ET REGULATION
EXTRINSEQUE DES CSH

Les facteurs et les molécules exprimés par les cellules stromales constituent la niche
hématopoiétique et créent un microenvironnement nécessaire au maintien et a 1’expansion des
CSH.

1) Lavoie de signalisation BMP/TGF-3 dans les CSH

Le TGF-B appartient a la famille des TGF-B qui compte deux autres membres, les
activines et les protéines BMP : leur signalisation est relayée par les protéines Smads. Le TGFp-1
est un régulateur négatif de la croissance des CSH in vitro ; il bloque de facon réversible la
division des CSH et provoque des retards dans la différenciation myéloide'®*®’. Inversement, la
neutralisation du TGF-p ex vivo, pousse les cellules les plus immatures a sortir de leur état
quiescent™®®1%|es mécanismes impliqués dans ce processus sont connus. Le TGF-B module les

récepteurs des cytokines (IL-1R et c-Kit)**%

et augmente I’expression d’inhibiteurs du cycle
cellulaire (p21, p27 et p57)'%1921% 14 voie de régulation TIF1y (transcriptional intermediary
factor Iy), qui a récemment été mise en évidence, explique le double effet de TGF-B sur la

19 1 activation de la

differenciation érythroide et 1’inhibition de la croissance des CSH
signalisation TGF-B3 met en compétition TIF1y et Smad4 pour la liaison au complexe Smad2/3, la
liaison de TIF1y favorise la différenciation érythroide et la liaison de Smad4 inhibe la croissance
des CSH. Il existe une régulation dose dépendante du TGF-p : de faibles concentrations de TGF-

B limitent les effets négatifs d’une exposition prolongée des CSH aux SDF-1 et permettraient un
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meilleur ancrage dans la niche endostéale’®®. Cependant, un défaut de signalisation du TGF- in

196197 mais accroft la myélopoiese’®.

vivo n’affecte pas la prolifération des CSH

Comme pour le TGF-B, une concentration élevée de BMP (BMP-2, 4, 7) inhibe la
prolifération des CSH tout en maintenant la survie a long terme et les capacités de greffe de ces
cellules, tandis que de faibles concentrations de BMP-4 accroissent la prolifération et la
différenciation des CSH'®. Cet effet peut étre en partie expliqué par le role des BMP dans la
signalisation Sonic hedgehog (shh) qui agit sur les capacités de prolifération des cellules
hématopoiétiques primitives®®. Cependant, la coculture sur un stroma de cellules sécrétant du
BMP-4, qui n’expriment pas shh, maintien a long terme les CSH dans un état indifférencie. La
neutralisation du BMP-4 par un anticorps monoclonal réduit significativement les capacités de
greffe & long terme des cellules ainsi cultivées®™. In vivo BMP-4 est un régulateur essentiel de la
niche ostéoblastique et son absence entraine une diminution du nombre de CSH (WT), ainsi que

de leurs capacités de greffe en série®®%.

Une autre facon d’étudier les mécanismes par lesquels la famille des TGF-f régule le
comportement des CSH est d’inhiber la signalisation en aval des récepteurs du TGF-B. Parmi les
Smad qui sont les effecteurs de cette signalisation, Smad-7 agit comme un inhibiteur de cette
cascade. Sa surexpression dans des CSH humaines a pour effet d’augmenter le compartiment
myéloide au détriment du compartiment lymphoide, indiquant un réle des Smads dans

I’orientation hématopoiétique des cellules les plus primitives®® (figure 19).
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Figure 19 : Les voies de signalisation extrinséques

La voie de signalisation Wnt est initiée par la liaison a son récepteur Frizzled et son co-récepteur
LRP. Dans la voie canonique, DVL libere la p-caténine en inhibant le complexe GSK3p, la B-
caténine translogue dans le noyau et se lie avec le complexe de transcription LEF/TCF. Dans la
voie non-canonique, DVL active la voie Rac/MAPK. La voie de signalisation Notch est initiée
par la liaison d’un de ses ligands (Delta ou Jagged). Le domaine intracytosolique de Notch (ICD)
lie alors MAMLL1 et transloque dans le noyau. La liaison de Shh au récepteur patched déréprime
Smo qui régule I’expression de Glil. La famille des facteurs TGF-B lie ses récepteurs qui
possedent une activité sérine/Thréonine kinase et qui active les Smad. De la méme facon, la
liaison des BMP a leur récepteur phosphoryle les Smad.(adaptée de Moore Hematopoietic Stem
Cells dans Regulatory Networks in Stem cells, Stem Cell biology and Regenerative Medicine,
Editors : V.K. Rajasekhar, M.C. Vemury © Humana Press)
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2) L’axe Tie2/Ang-1 et Cdh2/integrinp1/c-MYC dans les CSH

Les CSH qui expriment a leur surface le récepteur tyrosine kinase Tie2 adhérent a la niche
ostéoblastique et sont des cellules quiescentes®®. L’angiopoietin-1 (Ang-1) qui lie Tie2 est
principalement exprimée par les ostéoblastes a la surface de I’endoste®®*?%. Ang-2 un autre
ligand de Tie2 est un compétiteur de Ang-1 et régule de maniére négative la signalisation Ang-
1/Tie2?®, In vitro le signal Ang-1/Tie2 est nécessaire a la liaison des CSH aux ostéoblastes et
permet le maintien d’un phénotype immature par ’activation de 1’intégrine B1 qui participe a
I’adhésion et la survie des CSH. De plus, I’ajout d’Ang-1 au milieu de culture augmente
I’expression de la N-Cadhérine qui est exprimeée sur les deux types cellulaires et participe in vivo
a I’adhésion des CSH dans la niche ostéoblastique’”™?"". In vivo I’axe Ang-1/Tie2-N-Cadh/p-
integrin permet I’ancrage des CSH a la matrice extracellulaire et aux cellules stromales de la
niche endostéale ce qui limite ainsi les divisions des CSH en préservant leurs capacités de greffe
a long terme. A Tl’inverse, la surexpression de c-Myc dans les CSH diminue ’expression des
molécules d’adhésion N-Cadh et B-integrin et induit une perte des capacité d’autorenouvellement
H208

et un épuisement des CS
SRC humaines CD34 négatives®™.

(figure 20). D’autre part, I’Ang-1 permet le maintien en culture de
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Figure 20 : Réle de la niche ostéoblastique dans la régulation de la quiescence des CSH

Les signalisations Ang-1/Tie2 et TPO/Mpl partagées entre les CSH et la niche ostéoblastique
induisent la quiescence des CSH via I’activation de molécules d’adhésion telles que 1’intégrine
B1 et la N-cadhérine et d’inhibiteurs des CDK tels que P21 et P57. c-MYC régulant négativement
I’adhésion et la quiescence des CSH, il sont contrdlés et régulés négativement (modifiée d’apres
Arai, F. and Suda, T., Quiescent stem cells in the niche (July 11, 2008), StemBook, ed. The Stem
Cell Research Community, StemBook, doi/10.3824/stembook.1.6.1, http://www.stembook.org.).

3) Lesignal TPO/Mpl dans les CSH

La TPO et le Mpl sont exprimés par les mémes cellules que celles qui expriment Ang-
1/Tie2, la TPO étant exprimée par les ostéoblastes qui se trouvent a la surface de I’endoste et Mpl
son récepteur étant exprimé a la membrane des CSH*. Dans la moelle osseuse, les LT-CSH qui
expriment Mpl sont quiescentes et associées dans la niche aux ostéoblastes qui produisent la
TPO. Le signal transduit dans les CSH par le couple TPO/MPL augmente ’expression de
I’intégrine B1 et de I’inhibiteur de CDK p57KIP2. De plus, 'utilisation d’un anticorps anti-Mpl,
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I’AMM?2, provoque une diminution du nombre de CSH. L’espace ainsi libéré dans la niche
permet la greffe de MO sans pré-conditionnement des animaux. L’administration d’AMM?2
entraine également une diminution de 1’expression de p57 et Tie2 et une augmentation de
I’expression de c-Myc. A I'inverse, I’administration in vivo de TPO augmente transitoirement la
quiescence des CSH et induit Iégerement leur prolifération. L’ensemble de ces résultats place le
signal TPO/Mpl comme un élément crucial dans la régulation de la niche ostéoblastique (figure
20).

4) La voie de signalisation Sonic Hedgehog dans les CSH

Lorsque Shh lie son récepteur Patched (Ptch), il libere le récepteur de son partenaire
Smoothened (Smo) qui a son tour initie la translocation et I’activation de la famille de facteurs de
transcription Gli. Shh, Ptch, et Smo sont tous les trois exprimés dans les CSH et cellules
stromales, ils induisent la prolifération des cellules hématopoiétiques primitives”® via les BMP et

contrélent la différenciation lymphoide*"*

. L’activation constitutive de la voie Shh dans les CSH,
entraine la répression de CDKI et donc I’expansion des CSH, mais cette expansion conduit a un

épuisement du compartiment de CSH*? (figure 19).

5) La voie de signalisation Wnt dans les CSH

Les ligands Wnt font partie de la famille de glycoprotéines sécrétées associées a la surface
des cellules ou bien a la matrice extracellulaire, capables d’activer de nombreuses voies de
signalisation par liaison a la famille des récepteurs Frizzled (Fz) et son co-récepteur LRP5,6
(LDL-receptor related protein 5,6). Dans la voie canonique, la liaison de Wnt a son récepteur
induit la stabilisation et la translocation dans le noyau de la B-caténine ou elle lie le cofacteur
TCF/LEF et transactive ses génes cibles. Tandis qu’en 1’absence de Wnt, la B-caténine est
déstabilisée par le complexe Axin/GSK3 (Glycogen synthase kinase 3f). L’expression ectopique
de I’axin ou bien d’un ligand de Fz, qui sont des inhibiteurs de la signalisation Wnt, provoque un
arrét de la croissance des CSH in vitro et diminue les capacités de reconstruction
hématopoiétique in vivo®™. En outre, I’activation de la voie Wnt entraine une augmentation de

I’expression de Hoxb4 et de Notchl, deux facteurs impliqués dans 1’autorenouvellement des
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CSH. Cependant, I’inactivation induite de la B-caténine, n’est pas délétére pour les fonctions
d’autorenouvellement et de différenciation des CSH?™.

De fagon intéressante dans la moelle osseuse, les cellules stromales accumulent davantage
d’effecteurs de la voie Wnt que les CSH. Lors de I’activation de la voie Wnt par administration
de Wnt3a ou irradiation, la forme active de la B-caténine s’accumule préférentiellement au niveau
de I’endoste de la région trabéculaire”*. De plus, I’activation spatiotemporelle de la voie Wnt
coincide avec I’activation de la voie Notch qui est nécessaire a la signalisation de Wnt dans les
CSH?"®, L activation de la voie Wnt fonctionne comme un régulateur physiologique de la niche
hématopoiétique avec des roles différents selon le type cellulaire?®. Dans les cellules stromales,
I’activation de la voie Wnt permet le maintien et I’autorenouvellement des CSH, tandis que
I’accumulation dans les CSH de la B-caténine provoque leur épuisement®'. Le role de Wnt est
donc indirect, en maintenant une niche fonctionnelle, la signalisation de Wnt assure le maintien

d’une hématopoiése fonctionnelle®” (figure 19).

6) La voie de signalisation Notch dans les CSH

Outre leur role majeur dans la lymphopoiése, les ligands de Notch, Delta et Jagged, sont
impliqués dans 1’autorenouvellement, le maintien et 1’expansion des CSH?*®. Les ligands de
Notch sont transmembranaires et la signalisation s’effectue entre cellules adjacentes. La liaison
d’un ligand a Notch provoque la coupure protéolytique et la translocation dans le noyau du
domaine intracellulaire de Notch (NICD). Dans le noyau, la liaison de cofacteurs permet la
transactivation de génes cibles tels que HES-1 fortement exprimé dans les CSH CD34*CD38%.
La culture de cellules de sang de cordon avec un cocktail de cytokines (SCF, TPO, FLT-3L, IL-3
et IL-6) et le ligand de Notch Deltal permet de multiplier par six le nombre de cellules capables
de greffer & long terme?*®,

Notch joue un role trés important dans les ostéoblastes qui garantissent 1’intégrité de la niche

hématopoiétique™*?!®. Ainsi, I’activation des ostéoblastes par PTH augmente la production de

Jagged-1 et accroit le nombre de CSH (figure 19).
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7) Recrutement et adhésion des CSH médié par le FGF

Comme pour le SDF-1, le FGF-4 (fibroblast growth factor-4) est impliqué dans le
recrutement et 1’adhésion a la niche vasculaire des cellules hématopoiétiques primitives. De plus,
les CSH expriment tous les récepteurs du FGF et 1’ajout in vitro de FGF dans le milieu de culture
accroft le nombre de CSH et conserve leur capacité de greffe & long terme?%#.

I1 a été proposé qu’un gradient de FGF s’établit entre la niche vasculaire (concentration forte) et
la niche ostéoblastique (concentration faible) pour guider les cellules vers la circulation sanguine

oul elles termineront leur différenciation et maturation??.
C. HOMING ET MOBILISATION

La niche vasculaire, étant a I’interface entre le compartiment osseux et le compartiment
sanguin, est le site privilégié des activités de homing et de mobilisation. L’administration
d’agents chimio-thérapeutiques ou du facteur de croissance G-CSF va entrainer la mobilisation
des CSH. Par ailleurs, le sang périphérique mobilisé est une source clinique importante de CSH
nécessaires aux protocoles de transplantation®?®. Le role du G-CSF est en partie expliqué par
I’activation des neutrophiles qui relarguent des protéases (élastase, cathepsin G) qui clivent
VCAM-1??* et SDF-1%, libérant ainsi les CSH de leurs attaches.

Le homing est une étape cruciale dans la transplantation de moelle osseuse, il s’agit d’un

processus rapide (quelques heures'®*

) au cours duquel les CSH circulantes traversent la barriére
endothéliale pour passer du compartiment sanguin au compartiment osseux et gagner la niche
osseuse. Ce phénoméne est un processus actif rendu possible par 1’expression de molécules
d’adhésion et de facteurs de croissances??®. Un des principaux facteurs impliqué dans le homing
et la mobilisation des CSH est CXCL-12 (SDF-1 : stromal cell derived factor-1). Il est exprimé
par les osteoblastes et les cellules endothéliales et exerce sur les cellules exprimant son récepteur
CXCR4 un role chimio-attractant tout en induisant la production de facteurs pro-angiogéniques®’
et de la metalloprotéinase-9 (MMP9) qui libere la forme soluble du SCF (figure 21).
L’expression de SDF-1?%® et de CXCR4%%%° est régulée par les facteurs de transcription
HIF-1a et HIF-20 (Hypoxia inducible factor). Durant le développement, CXCR4 est essentielle

au passage des CSH du foie feetal vers la moelle osseuse. Cependant, les CSH CXCR4™” sont
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toujours capables de greffer des animaux irradiés (revu dans Cottler-Fox et al., Hematology
2003)%,

L’injection dans la circulation systémique d’un adénovecteur surexprimant SDF-1 conduit
a une augmentation de ce facteur dans le plasma sanguin, inversant le gradient de concentration
qui attirait les CSH du sang vers la moelle osseuse et provoguant une mobilisation des CSH et
progéniteurs vers le compartiment sanguin®2. Par ailleurs, la surexpression du récepteur CXCR4
dans des cellules CD34" humaines accroit le potentiel de prolifération, de migration et de

repopulation de ces cellules®*

. A T’inverse, la neutralisation de CXCR4 (soit par de fortes doses
de SDF-1, soit par un anticorps anti-CXCR4) plonge les CSH dans un état quiescent (revu dans
Lapidot and Kollet, leukemia 2002)**,

Aprés un stress induisant la perte de cellules hématopoiétiques, les CSH qui expriment
CXCRA4 a leur surface migrent en suivant un gradient de SDF-1 ; pour ce faire, elles développent
des interactions avec les cellules endothéliales et le stroma de type intégrines et sélectines. Les
molécules d’adhésion, présentes a la surface des CSH, VLA-4 (very late antigen-4 ou CD49d),
LFA-1 (Lymphocyte Function-Associated Antigen-1 ou CD11a) et CD44 (HCAM) qui lie I’acide
hyaluronique sont impliquées dans la reconnaissance et 1’adhésion des cellules qui « roulent » a
la surface des cellules endothéliales. Tandis que les molécules d’adhésion E et P-sélectines
(CDG62E et CD62P), I’intégrine alpha4, et VCAM-1 (vascular adhesion molecule-1 ou CD106)
sont constitutivement exprimées par les cellules endothéliales de la moelle osseuse (revu dans
Kopp et al., Physiology 2005)%%%. Aprés I’étape de reconnaissance, principalement initiée par
CD62E, CD62P et VCAM-1, I’adhésion définitive est mise en place par VLA-4 et LFA-1. Enfin,
I’acide hyaluronique permet de présenter le SDF-1 a son récepteur CXCR4 et d’induire la
migration transendothéliale (figure 21).
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Au sein des niches ostéoblastique et vasculaire, il existe une population de cellules qui
exprime de fortes concentrations de SDF-1: il s’agit des cellules CAR (CXCL-12 Abundant
Reticular)®®. Ces cellules sont localisées au contact des CSH CXCR4", dans la niche vasculaire
et dans la niche ostéoblastique, elles pourraient jouer le réle de guide et établir un lien entre les

deux niches (figure 22).
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Figure 22 : Signalisation et Niches

Chez I’adulte, les CSH de la MO se localisent dans 2 niches : la niche endostéale et la niche
vasculaire. La premiére assure le maintien des CSH, la deuxieme niche est impliquée dans la
mobilisation des CSH, entre ses 2 niches il existe une population de cellules appelées les « CAR
cell » (modifiée d’apreés de Arai et al., Ann N Y Acad Sci. 2009 Niche regulation of hematopoietic
stem cells in the endosteum).
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D. HYPOXIE ET STRESS OXYDATIF DANS LA NICHE

Un des éléments clef de la régulation de la niche hématopoiétique est sa nature hypoxique avec
des concentrations d’oxygeéne variant entre 0,1 et 5%. Parmar a montré en 2007 que les CSH dans
I’0s se trouvaient confinées dans des zones proches de 1’anoxie, a 1’extréme limite des gradients
d’oxygeéne?*®. L utilisation de la sonde pimonidazole, qui s’active dans les zones hypoxiques, a
permis de révéler que la surface de ’endoste est hypoxique et que les cellules de cette région

expriment constitutivement HIF-1a>’

. Des travaux récents de 1’équipe de T.Suda confirment la
colocalisation, dans la zone définie comme la niche endostéale, de cellules marquées au
pimonidazole et au BrdU, les label-retaining cells (LRC) mais pas dans la niche vasculaire?®.
L’excés de ROS affecte les fonctions des CSH en engendrant un stress oxydant capable
d’entrainer des dommages de I’ADN. ATM (ataxia telangiectasia mutated), un régulateur du
cycle cellulaire, régule 1’activité de quiescence des LT-CSH sans modifier leur capacité de
prolifération et de différenciation®®. Chez la souris Atm™, le déficit en ATM induit un défaut de
I’homéostasie hématopoiétique d0 a la perte progressive des fonctions des CSH qui entrent en
sénescences. Ce phénomene coincide avec une élévation de la concentration des ROS,
responsable de I’activation de pl16 et de la protéine rétinoblastoma (Rb). Les souris Atm™"
fournissent donc un bon mod¢le pour étudier la signalisation des ROS dans 1’hématopoiése. De
facon intéressante, les animaux les plus jeunes ne sont pas affectés. De plus, 1’augmentation du
niveau de ROS dans les CSH active la voie p38 MAPK?®* qui a son tour accroit I’expression de
pl6 et p19 via MKK3/6 et MAP3K5, qui active ASK1 (apoptosis signal-regulatory kinase 1).
L’inactivation de MAP3K5 dans les CSH Atm™ restaure la capacité de greffe & long terme dans
des tests de transplantation en série. Une telle signalisation redox-dépendante est spécifique des
CSH et n’est pas retrouvée dans les progéniteurs plus matures. Le traitement des souris Atm™ par
un agent antioxydant tel que le N-Acetyl Cystein (NAC) ou avec un inhibiteur de la voie MAPK
permet aux CSH Atm™ de restaurer leur capacité de repopulation et de quiescence. NAC est un
précurseur du gluthation (GSH) qui métabolise les ROS, et qui a également pour effet de
stabiliser les protéines HIF4024,

Nous avons vu précédemment (au I1-A-1-a) du 1* chapitre) que le triple KO des génes
Foxol/3a/4 induit une augmentation de 1’apoptose et du nombre de CSH en cycle, suivi d’un

défaut de greffe a long terme. Les CSH des souris Foxo” ont un taux élevé de ROS en
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comparaison avec les souris WT, élévation qui peut-étre corrélée au changement de profil de
génes régulant les ROS tels que MnSOD (Manganése Superoxyde Dismutase) et la catalase®.
Comme pour les souris ATM™ I’administration aux souris Foxo” de NAC ou d’un inhibiteur de
la voie p38MAPK permet de restaurer un phénotype WT*%4L.

Ces résultats suggérent que 1’augmentation intracellulaire des ROS dans les CSH, causée
par le défaut de facteurs tels que Atm ou foxo3a ou tout simplement le vieillissement des
animaux, active la voie p38MAPK a I’origine de 1’épuisement du pool de CSH quiescentes

(figure 23)*%.

Perte de Foxo Vieillissement
ou Ata ou greffe en série

Augmentation des ROS
h Anti-oxidant
(e.g., NAC, Catalase)
Activation de p38MAPK
p38 inhibitor
l— (SB203580)

Signal p16INK4/Rb

I

Défaut des fonctions des CSH
(perte des capacités d’auto-renouvellement et quiescence)

v

EPUISEMENT DU POOL DE CSH

Figure 23 : Stress oxydatif et CSH

La perte de Foxo, d’ATM, le vieillissement ou la transplantation en série, entrainent une
augmentation du niveau intracellulaire de ROS dans les CSH. Ces ROS activent la voie p38 et le
signal pl6 qui sont a l'origine des pertes de fonctions d’autorenouvellement et de
quiescence.(figure adaptée de Arai et Suda, Ann N Y Acad Sci. 2007 Maintenance of quiescent
hematopoietic stem cells in the osteoblastic niche).
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243 an 1993 sur la culture in vitro de cellules de la moelle

Depuis les travaux de Cipolleschi
osseuse, I’oxygeéne n’est plus seulement percue comme une molécule essentielle a la survie, elle
est devenue un régulateur et un messager de la signalisation cellulaire.

Le taux d’oxygene dans I’air est d’environ 21% (normoxie), cependant la concentration en
oxygene dans le corps est trés différente et varie d’un organe a 1’autre : voir a I’intérieur d’un
méme tissu. Dans les poumons®*, la concentration d’O, est de 14%, dans les artéres elle se
maintient mais diminue dans les artérioles (7%) et les veinules (4%)%*>?*'. En théorie, moins un
organe sera irrigué et plus faible sera le % d’oxygéne distribué — la moelle osseuse (0,1 a
4%)%*82% |e cerveau (0,5 & 7%)>°, le thymus et la rate (1 & 3%)** — , a I’inverse plus un organe
est vascularisé meilleure est sa perfusion en oxygéne — le rein (4 & 6%)*%%3 I’oeil (5 a
7%)%*%* | coeur (5 & 10%)**° et le foie (4 & 13%)>" — (figure 24)
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Figure 24 : Concentration en oxygene dans les princpaux organes du corps humain
(figure D’apres Hermitte F., these n°1254 et Debeissat C., thése n®, Université Victor Segalen
Bordeaux 2)
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Depuis, il a été confirmé que la culture de CSH a faible concentration d’oxygene (0,1 a
5%), aussi appelée hypoxie, maintient les CSH et accroit leurs capacités de greffe a long
terme258-260, contrairement & la culture classique effectuée en normoxie. Chow et al. ont
suggeré que les CSH devait étre localisées dans un environnement tres pauvre en oxygene248. La
saturation en oxygene a ét¢ analysée dans la MO humaine et a confirmé que 1’oxygene diffuse en
formant un gradient261. Les travaux de Parmar confirment le fait que les CSH et leur niche se
localisent principalement a la limite du gradient d’oxygene au sein de la MO, dans des zones
hypoxiques proches de 1’anoxie236.

L’ensemble de ces résultats implique que les CSH et progeniteurs sont organisés d’une
maniére dépendante de 1’oxygéne et que la disponibilit¢ en oxygéne doit contrbler
I’hématopoiese en maintenant des fonctions des CSH telles que le cycle cellulaire, la survie, le

métabolisme et la protection contre le stress oxydatif.
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IV. LES FACTEURS DE TRANSCRIPTION HIF

A. INTRODUCTION ET GENERALITES

L’oxygene est un puissant stimulus capable de déclencher des mécanismes d’adaptation
au niveau des cellules, des tissus et de I’organisme. De faibles concentrations en oxygéne sont
généralement associées aux ischémies tissulaires, aux phénoménes d’inflammation et a la

progression tumorale®®%2%®

. Cependant, I’aménagement de microenvironnements hypoxiques
contribue fortement au développement de I’embryon et de 1’adulte et permet généralement la
création de niches qui régulent la différenciation cellulaire?®**®°. Le clonage et la caractérisation
des facteurs de transcription hypoxia inducible factor (HIF) ont permis de comprendre par quels
mécanismes [’oxygéne régule le développement embryonnaire. Ces facteurs sont des
hétérodiméres formés de deux protéines bHLH (basic Helix-Loop-Helix) : une sous-unité alpha
sensible aux variations d’oxygéne (sauf HIF-3a) d’environ 120 kDa et une sous-unité beta
insensible aux variations d’oxygene de 91-94 kDa, également appelée ARNT (aryl hydrocarbon
receptor nuclear translocator). Il existe 3 isoformes pour la sous-unité alpha (HIF-1a, 2a, 3a) et
3 paralogues de HIF-18 (ARNTI, 2, 3), (revu dans Zagorska and Dulak, Acta Biochimica
Polonica 2004)?®. Les deux sous-unités o et B appartiennent a la famille des facteurs de
transcription comprenant les domaines bHLH et PAS (PER-ARNT-SIM)®®". Bien que la structure,
la régulation et les fonctions des isoformes de HIF semblent similaires, chaque sous-unité
possede ses propres caractéristiques : HIF-1a est ubiquitaire, alors que, HIF-2a, 30 et ARNT2, 3
sont exprimées de maniere plus restreinte (figure 25). Parmi les sous-unités alpha, le r6le de HIF-
30 est le moins connu, mais il a été montré que le «splicing » alternatif de HIF-3o inhibe
I’activité transcriptionnelle de HIF-1a et HIF-2a, notamment en entrant en compétition pour les
coactivateurs p300/CBP de HIF-1a et HIF-202%%%%°, En effet, HIF-3a est un régulateur négatif de
la réponse hypoxique et ce sont les autres sous-unités alpha qui assurent la transduction du signal

hypoxique.
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Figure 25 : Structures des facteurs de transcription HIFs

Historiquement, HIF-1a fut le premier facteur identifié comme liant les éléments de
réponse (enhancers ) de ’EPO et du VEGF?>?"?, Par la suite, HIF-1a a été impliqué dans de
nombreux processus physiologiques et pathologiques tels que ’angiogenése, la migration, la
survie, le métabolisme glycolytique et la croissance tumorale (revu dans Semenza, Oncogene
2010)*". Quant & HIF-20, initialement détecté dans les cellules endothéliales®”, il apparait avec
I’émergence des vertébrés, prédisant un role important dans le modelage du squelette?”>?® et de
son microenvironnement?’”.

Les isoformes HIF-1a et HIF-2a, qui présentent une forte homologie, reconnaissent les
éléments de réponse a I’hypoxie HRE : (A/G)CGTG présents dans les régions promotrices de

278

respectivement 546 et 143 génes'". L’inactivation de ces facteurs dans des mod¢les murins (KO)
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a permis de mettre en évidence leurs fonctions et leurs caractéristiques®’>*®. Ainsi, les souris KO
pour HIF-1a ont un développement anormal du systéme vasculaire et les embryons meurent au
stade E11%%"%%2, es souris KO pour HIF-2a meurent peu de temps avant ou aprés la naissance
avec de multiples déficiences d’organes (rétinopathies, stéatoses hépatiques, myopathies,
hypocellularités de la MO, azoospermies et anomalies mitochondriales) ainsi que des
modifications biochimiques (hypoglycémie, acidose lactique, cycle de Krebs altéré et une
dérégulation de I’oxydation des acides gras)®®. Ces différents phénotypes observés chez les
souris KO pour HIF-1a et HIF-2a indiquent une différence de fonction entre le moment
d’expression et le lieu d’expression, impliquant des effets non-redondants de ces facteurs qui ne

peuvent étre interchangés sans altérer I"homéostasie de 1’organisme®.

1) Lastructure des facteurs de transcriptions HIF-1a et HIF-2a.
a) Structure générale

En plus des domaines de liaison a ’ADN (bHLH, 83% d’homologie) et de dimérisation
(PAS, 70% d’homologie), ces deux sous-unités alpha partagent un domaine de dégradation
dépendant de la concentration d’oxygéne (ODDD, dont les 30 acides aminés encadrant les deux
résidus proline présentent 70% d’homologie), ainsi que deux domaines de transactivation : le
domaine d’activation N-terminal (N-TAD 40% d’homologie) et le domaine d’activation C-
terminal (C-TAD 69% d’homologie), tous deux localisés, en C-terminale, dans le domaine TAD.
Cette homologie de séquence confére des propriétés communes & HIF-1o et HIF-20°%%. Par
exemple, les deux sous-unités alpha, dimérisent avec I’ARNT, sont déstabilisées de la méme
maniere en présence d’oxygene et leur activité transcriptionnelle en C-TAD est régulée par le
facteur FIH (factor inhibiting HIF) qui hydroxyle un résidu asparagine (N803 pour HIF-1a et
N847 pour HIF-20) et bloque le recrutement des co-activateurs p300 et CBP?%®%%_ Cependant, il
semble que I’hydroxylation de I’asparagine 847 de HIF-2a n’empéche que trés peu I’activité

transcriptionnelle de ce dernier?®®#%.
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b) Les domaines de transactivation N-TAD et C-TAD

Les facteurs HIF-1a et HIF-2a régulent 1’activité d’un certain nombre de génes qui leur
sont communs et I’activité de genes cibles spécifiques a chaque facteur. Ainsi, HIF-1a régule
spécifiqguement des génes de la glycolyse tels que PGK (phophoglycerate kinase) et LDHA
(lactate dehydrogenase) et d’autres génes tels que la CA IX (carbonic anhydrase) et BNIP3 (Bcl-
2 and nineteen-kilodalton interacting protein-3). Tandis que, HIF-2a régule spécifiquement
I’activité du facteur de transcription OCT4, de la cyclin D1 et du TGF-a (transforming growth
factor-a). D’autres génes leurs sont communs, notamment le plus connu d’entre eux, le VEGF-A,
mais aussi le GLUT-1, I’ADRP (adipose differentiation-related protein), 1I’ADM
(adrenomedullin) et le NDRG1 (N-myc downstream regulated 1)**>?®. En générant des cellules
souches embryonnaires qui expriment HIF-2a au locus de HIF-1a, leurs différentes fonctions ont
pu étre étudiées au cours du développement embryonnaire et de la croissance tumorale, et ont
permis de montrer que HIF-2a accroit la croissance de tératomes chez la souris nude®®*?%,

Hu et ses collaborateurs ont montré que le domaine N-TAD confere aux facteurs HIF leur
spécificité de génes, alors que le domaine C-TAD permet I’expression des génes communs a
HIF-1a et HIF-20°%. En effet, le remplacement du domaine N-TAD de HIF-2a par celui de HIF-
la est suffisant pour convertir HIF-2a en une protéine aux spécificités transcriptionnelles de HIF-
la. Par ailleurs, leurs travaux prennent en compte ’activité transcriptionnelle en fonction du type
cellulaire, par exemple, nous savons maintenant que GLUT-1 est activé par HIF-1a dans la lignée
cellulaire Hep3B et par HIF-2a dans les 786-0O. Cette spécificité d’expression s’explique par la
liaison sur le domaine N-TAD de cofacteurs propres a chaque sous-unité alpha et exprimés en
fonction du type cellulaire. C’est notamment le cas pour HIF-2a qui nécessite la participation des
facteurs de transcription ELK appartenant a la famille des facteurs Ets afin de transactiver des
génes tels que Cited-2, ’EPO et PAI-1%°,
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2) Larégulation des facteurs de transcriptions HIF-1a et HIF-2a
a) Systéme de dégradation dépendant de I’oxygéne

La clef de volte du systéeme de dégradation des protéines HIF est située dans le domaine
ODDD ou les prolines 402/564 pour HIF-1a et les prolines 405/531 pour HIF-2a sont
hydroxylées en présence d’oxygene par trois PHD (prolyl hydroxylases 1, 2 et 3) qui sont des
dyoxygénases dépendantes de I’oxygéne, du Fe(II+) et du 2-oxoglutarate?®. Bien que les trois
isoformes des PHD soient capables d’hydroxyler les facteurs HIF?*®, les PHD2 et PHD3 jouent
un role majeur respectivement dans la régulation de HIF-1a et HIF-20%*"*®, La modification post
transcriptionnelle entrainée par I’hydroxylation des résidus prolines, permet la fixation d’un
complexe d’ubiquitinylation composé de la E3-ubiquitin ligase von Hippel-Lindau (VHL), de la
cullin 2, et des elongin B et C. Ainsi, en présence d’oxygene, 1’ubiquitination de HIF-a méne a sa
dégradation par le protéasome 26S**. En hypoxie, les PHD qui sont dépendantes de 1’état
d’oxydo-réduction du fer sont inactives, permettant la stabilisation et transactivation des genes
cibles de HIF (figure 26 et 27).
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Figure 26 : Dégradation dépendante de l'oxygéne, des PHD, du complexe d'ubiquitinylation et du pretéasome 265
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Figure 27 : Activation hypothétique des domaines N-TAD, C-TAD, en fonction du gradient
d’oxygéne

D’aprés les différents Km des PHD et FIH déterminés in vitro, ce modele suggere que lorsque la
concentration en oxygene diminue, les PHD perdent en premier leur activité catalytique, alors
que FIH hydroxyle toujours le domaine C-TAD. Ce qui méne a la stabilisation des protéines HIF-
a et a I’activité du domaine N-TAD. A des concentration en oxygene plus faible, FIH perd son
activité catalytique et le domaine C-TAD est déréprimé pour conduire a une activité
transcriptionnelle totale (modifiée d’apres Lisy et Peet Cell Death Differ. 2008 Turn me on:
regulating HIF transcriptional activity).

b) Autres systemes de dégradations

HIF-1a est un facteur ubiquitaire transcrit et traduit de maniére constitutive. Cependant, en
normoxie, HIF-1o posséde une demi-vie trés courte, inférieure & 5 minutes*®. Comme HIF-1q,
HIF-2a est stabilis¢é en hypoxie, mais son niveau de protéine augmente lors d’une hypoxie
prolongée®™, contrairement & celui de HIF-1c>". En effet, une hypoxie prolongée induit la
fixation des facteurs HIF-1a et HIF-2a aux HRE d’un antisens naturel de HIF-1a, I’aHIF qui
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déstabilise I’ARNm codant pour HIF-1a. Un autre rétrocontrole négatif de 1’expression de HIF-

la passe par I’expression de génes induits par I’hypoxie comme la PHD2%%,

e HSP70 et CHIP
En hypoxie, ’HSP70 lie spécifiquement la protéine HIF-1a et permet le recrutement de
I’'ubiquitine ligase CHIP (carboxyl terminus of Hsc-interacting protein), entrainant ainsi son

ubiquitinylation et sa dégradation par le protéasome 26S%% (figure 28).

Protéasome
265

Hypoxie

Dégradation de HIF-1a
B

CHIP )HspT70

2\

. ' <CHIPiHspTﬂ )

Figure 28 : Ubiquitinylation et dégradation de HIF-1a dépendantes de ’HSP70 et de CHIP
(modifiée d’apres Luo et al., JIBC 2010 Hsp70 and CHIP selectively mediate ubiquitination and
degradation of hypoxia-inducible factor (HIF)-1alpha but Not HIF-2alpha).
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e RACK1
En présence ou absence d’oxygéne, RACK1 (receptor of activated protein kinase C) entre en
compétition avec la protéine chaperonne HSP90 (qui accélere la stabilisation des sous-unités
alpha de HIF*®) et lie la protéine HIF-1a. Cette liaison permet le recrutement d’un complexe

d’ubiquitinylation indépendant de VHL et méne a la dégradation de HIF-1a par le protéasome

26S%% (figure 29).
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Figure 29 : Mise en paralléle des mécanismes de dégradation de HIF-1a dépendant et
indépendant de I’oxygéne
RACKL1 entre en compétition avec HSP90 et recrute les elongin B et C. Le complexe

d’ubiquitinylation ainsi formé entraine la dégradation de HIF-1a (D apres Liu et al., Mol Cell.
2007 RACK1 competes with HSP90 for binding to HIF-lalpha and is required for O(2)-
independent and HSP90 inhibitor-induced degradation of HIF-1alpha)

e HAF
HAF (hypoxia associated factor), une protéine E3-ubiquitine ligase détectée dans les tissus en
prolifération, régule la stabilit¢ de HIF-la par ubiquitinylation et dégradation de maniére
oxygeéne indépendante. Sa surexpression diminue HIF-1a et son inhibition I’augmente, sans

toutefois modifier le statut de HIF-2a>%,
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e ARD1
ARD1 est une acétyl-transférase, et HIF-1a est un de ses substrats. Sa surexpression diminue
I’expression de HIF-1a et inversement son inhibition I’augmente. L’acétylation de HIF-1a accroit

son interaction avec VHL et par conséquent sa dégradation®®.

e CITEDZ2
CITED2 (p300/CBP interacting transactivator with ED rich tail 2) est un régulateur négatif de
HIF-1a qui entre en compétition avec HIF-1a pour lier p3OO/CBP24’3O7. En hypoxie, CITED2 est
activé via un HRE, ce qui signifie que cette régulation négative est potentiellement assurée par
HIF-10o lui-méme ou HIF-20 qui est un trés fort inducteur de CITED2?.

e IRP1
L’ARNm de HIF-20 contient dans sa région 5> UTR un IRE (iron response element). En
normoxie, I’IRE est lié par la protéine IRP1 (iron regulatory protein 1) qui empéche la traduction
de ’ARNm. En hypoxie, ce complexe est déstabilisé et libere la partie non codante de I’ARNmM
qui peut alors étre traduit.>® 1l ne semble pas y avoir d’IRE fonctionnel dans la partie 5> UTR de
HIF-1a (figure 30).

Normoxie
Inhibition de la traduction

@ Début de la
Y b traduction

5“UTR

8 E

Partie codante
Hypoxie
Levée d'inhibition

Début de la
9 : traduction

" | B
5-UTR Partie codante

Figure 30 : Répression de HIF-2a par IRP1
(adaptée d’apres Zimmer et al., Molecular Cell. 2008 Small-molecule inhibitors of HIF-2a
translation link its 5'UTR iron-responsive element to oxygen sensing)
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e Int6
Int6 (translation initiation factor 6) est un gene suppresseur de tumeur qui lie spécifiguement
HIF-2a en C-terminal. Il existe une forme tronquée, due a I’insertion du MMTV (mouse
mammary tumor virus) dans la région codante de Int6, le mutant Int6A fonctionne comme un
dominant négatif>®. La liaison de Int6 avec HIF-2a induit sa déstabilisation et une dégradation
indépendante de VVHL, alors que la liaison du mutant stabilise HIF-2a méme en normoxie*™’. De
plus, ’utilisation d’un siRNA anti-Int6 suffit a stabiliser HIF-2o. en normoxie et a activer ses

génes cibles (angiopoietin, Tie 2, fetal liver kinase 1 et VEGFA)***!,

Il existe d’autres modifications post-transcriptionnelles ou post-traductionnelles capables

de modifier le comportement des sous-unités alpha, mais leur role n’est pas toujours bien établi.
c) Modification post-traductionnelles

e La phosphorylation
La kinase caséine Il phosphoryle la thréonine 796 de HIF-1a, cette thréonine est adjacente a une
leucine en position 795 et forme un motif trés conservé entre les différentes sous-unités alpha,
chez HIF-2a, elle a été identifiée en position 844. La phosphorylation a pour effet d’augmenter
I’interaction entre C-TAD et p300°*, en diminuant I’efficacité d’hydroxylation de FIH®*?,

Les isoformes HIF-o sont egalement la cible des MAPK p42/44 qui, par phosphorylation,

14-31 . .
314316 ot Pinteraction avec d’autres facteurs de

augmentent leur activité transcriptionnelle
transcriptions tels que AP-2/Splpour HIF-10>'. Cependant, il semble que ces modifications
n’aient pas un effet direct sur la stabilité de la protéine mais plutdt sur sa capacité d’interaction

P Par ailleurs, I’activation de la voie des MAPK et la

avec des cofacteurs tels que p300 et CB
phosphorylation des sérines 641/643 de HIF-1a, une fois dans le noyau, inhibe son exportation

extranucléaire et favorise donc son interaction avec ses cofacteurs®®,
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e Lasumoylation

La sumoylation régule de maniere positive et négative la stabilit¢ de HIF-la. L’ajout de
groupements SUMO (small ubiquitin-like modifier) sur les lysines 391/477 de HIF-1o augmente
sa stabilité et son activité transcriptionnelle®*®*?°, Cependant, plus récemment il a également été
montré le contraire, avec une diminution de 1’activité transcriptionnelle de HIF-la apres
sumoylation. Cet effet est expliqué par une augmentation de 1’affinit¢ de VHL pour HIF-
10/SUMO, indépendante de 1’hydroxylation des prolines*"**, De fagon similaire, HIF-2a est
régulé par sumoylation au niveau de la lysine 394 et sa dégradation est contrdlée par VHL et
RNF4%%,

e La S-nitrosylation
En présence d’acide nitrique, la S-nitrosylation de HIF-1o sur le résidu cystéine 800 active

324,325

I’interaction avec p300/CBP et stimule son activit¢ transcriptionnelle Aucune S-

nitrosylation n’a pas encore été établie pour HIF-2a.
d) Autres systémes de régulation

Parmi les systémes de régulation des facteurs HIF, certains sont communs aux deux facteurs,
tandis que d’autres agiront spécifiquement sur HIF-1a ou HIF-20, permettant ainsi une spécificité

d’expression dépendante des activateurs et cofacteurs des HIF.

e PLD &mTOR
La phospholipase D (PLD) augmente la traduction des facteurs HIF en présence ou non de VHL,
ce qui pour effet d’accroitre la survie cellulaire, notamment dans les tumeurs RCC (renal cell
carcinoma)®?®. Par ailleurs, le produit de la PLD, I’acide phosphatidique, interagit avec le
complexe mTOR et empéche son inhibition par la rapamycine®’. Cette interaction permet
’activation de la signalisation en aval de mTOR. HIF-1a et HIF-2a sont respectivement la cible
des complexes mMTORC1 et mTORC2%%%%° || a été montré que les complexes mMTORC1 et 2
activent la protéine HIF-1a et que AKT3 est nécessaire & cette activation, alors que seule la
phosphorylation de AKT2 par mTORC2 active la protéine HIF-2a. De plus, le complexe

MTORC1 est sensible a la rapamycine, tandis qu’il faut une exposition prolongée pour
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légerement modifier 1I’expression du complexe mTORC2. Cette observation permet d’envisager
de nouvelles approches dans le traitement des RCC ou HIF-2a occupe une place centrale. En
effet, I’inhibition de HIF-2a dans des cellules de cancers rénaux est suffisante pour prévenir la

formation tumorale®* (figure 31).
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Figure 31 : Régulation de HIF par mTOR

Récemment, la PLD a été identifiée comme un élément essentiel de la mise en place de
I’effet Warburg, décrit en 1923 par Otto Warburg comme [’utilisation d’un métabolisme
glycolytique par les cellules cancéreuses au lieu des oxydations phosphorylantes retrouvées dans
les cellules saines. Cet effet est dépendant de la voie mTOR et, curieusement, la réorientation du
métabolisme est fonction du type cellulaire. Par exemple, dans une lignée de cellules cancéreuses
mammaires, c’est le complexe mTORC] via I’activation de HIF-1o qui est necessaire a la mise
en place de la glycolyse en anaérobie et dans un modele de carcinome rénale, c’est la voie
mMTORC2/AKT2/HIF-2a qui y est indispensable®.
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e Siah2
Siah2 est une E3 ubiquitine ligase, qui en hypoxie (2 a 5% d’oxygene) a pour cible les PHD 1 et
3. L’inhibition des PHD permet 1’accumulation de HIF-1la et la transactivation de ses genes
cibles. L’activation de Siah2 est rendue possible par la MAPK p38 et AKT*2, C’est I’hypoxie
qui, en entrainant la génération de ROS mitochondriaux, est a 1’origine de la phosphorylation de
p38333.

e HSPI0
HSP90 régule de maniére oxygéne indépendante la signalisation HIF-1a et protége la protéine

§3343% [ ~utilisation

des mauvais repliements et de la dégradation, en se liant au domaine PA
d’inhibiteurs tels que la geldanamycine et le 17-AAG (17-allyl-aminogeldanamycin) induit une
dégradation de HIF-1o dans des RCC en I’absence méme de VHL**%  par ailleurs, il semble
que le rdle de stabilisateur de ’THSP90 ne se limite pas a HIF-1a, mais s’étende a ses isoformes

HIF-2a et HIF-30°%,

e HDAC7?
HDACY7, une histone désacétylase, forme un complexe avec HIF-1la. En hypoxie, le complexe
formé est translogqué dans le noyau ou il lie p300 et déclenche la transcription de génes cibles tels
que VEGF, GLUT-1. La liaison de HDAC7 a HIF-1a se produit dans le domaine TAD, au niveau
d’une zone appelée I’'ID (inhibitory domain), de cette fagon HDAC7 protege HIF-1a de la

dégradation et augmente 1’affinité avec p300309’338.

e STAT3
Les proteines STAT sont activées par phosphorylation sur un résidu tyrosine et jouent un réle
important dans de nombreux processus de signalisation comme la réponse aux cytokines, aux
facteurs de croissance et aux hormones. L’hypoxie active STAT3 qui accélére I’accumulation de
HIF-1a et prolonge sa demi-vie dans les cellules de tumeurs solides®*°. STAT3 interagit avec le
domaine C-terminal de HIF-1a et stabilise HIF-1a par compétition avec VHL. En effet, la

stabilisation de HIF-1la est due a une diminution de la poly-ubiquitination de HIF-1a par une
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inhibition de I’interaction entre VHL et HIF-1a, et ce mécanisme fonctionne de maniere dose

dépendante lors de la surexpression d’une forme active de STAT3*%.

e Lecalcium
Le niveau intracellulaire de calcium et la calmoduline régule I’activité de la calcineurine, une
sérine/thréonine phosphatase. L’activité phosphatase de la calcineurine est nécessaire a la
régulation de HIF-1a, en déphosphorylant RACKI, la calcineurine empéche 1’ubiquitinylation et
la dégradation de HIF-1¢***. En effet, RACK1 doit étre phosphorylé pour se dimériser avec
HIF-1a.

HIF-2a

e SIRT1
En hypoxie, HIF-2a est désacétylé et activé par SIRTL (sirtuin 1) une acétylase dépendante du
NAD (nicotinamide adenine dinucleotide), cette désacétylation permet la transactivation de genes
cibles tels que SOD2, VEGFA et EPO. L’inactivation de SIRT1, en hypoxie, entraine une
accumulation de formes acétylées de HIF-20, suggérant que SIRT1 serait la principale
désacétylase de HIF-2a. De plus, des animaux déficients en sirtuin 1 ont une production d’EPO

-I- 342,343

diminuée au stade E14,5, comme on peut I’observer dans des animaux HIF-2a , tandis que

la désacétylation de HIF-1a par SIRT1 réprime I’activité de HIF-1a%*,

3) Les co-activateurs de HIF-1a et HIF-2a

D’autres facteurs que p300/CBP participent a la signalisation dépendante de HIF. Ils
peuvent étre répartis de maniére ubiquitaire et agir en synergie avec les deux isoformes de HIF.
Cependant, ils peuvent également permettre de les différencier, soit en fonction des génes cibles
transcrits, soit en fonction d’une expression spécifique du tissu, qui déterminera 1’expression des
facteurs HIF dans le temps et dans 1’espace.

P300/CBP qui lient les sous-unités alpha en C-TAD permettent le recrutement d’autres
co-activateurs tels que SRC-1 (steroid receptor coactivator), TIF-2 (transcription intermediary

factor 2), ou Ref-1 (Redox factor 1)**3%_ Les co-activateurs sont nécessaires & la constitution du
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complexe d’initiation de la transcription qui contient ’ARN polymérase Il et ils permettent
I’acétylation de la chromatine donnant ainsi accés a I’ADN qui sera transcrit en ARN codant.

SRC-1 et TIF-2 appartiennent a la famille des co-activateurs SRC-1/p160, ils possedent une
activité histone acétyl-transférase et sont capables, en conditions hypoxiques, d’interagir avec les
domaines TAD de HIF-1a et d’augmenter son activité transcriptionnelle. Ref-1 est une protéine
nucléaire qui contréle la réduction des cystéines et répare ’ADN griace a son activité
d’endonucléase. Ref-1 agit en synergie avec les co-activateurs du complexe HIF-
1a/CBP/p300/SRC-1/TIF-2 et augmente ’affinité de HIF-1a pour des geénes cibles tels que le
VEGFA*"3%_ Ainsi, en fonction des co-activateurs qui constituent le complexe de transcription,
I’affinité pour tel ou tel géne sera modifiée. Par exemple, dans le cas de I’EPO, ce n’est plus
SRC-1 qui est indispensable mais SRC-3**°. 11 semblerait que 1’ensemble de ces co-activateurs
soit commun aux deux sous-unités alpha, et que dans ce cas, c’est le type cellulaire ou le tissu

dans lequel ils s’expriment qui détermine quel HIF prédominera.
a) Les co-activateurs de HIF-1a

e STAT3
Dans les cellules saines comme dans les cellules tumorales, I’hypoxie induit I’activation de la
protéine tyrosine Kinase, Src, qui est nécessaire a la transcription du VEGFA. Src phosphoryle la
protéine STAT3 qui lie HIF-1a et le promoteur du VEGFA, ou ils forment un complexe de
transcription avec les co-activateurs CBP/p300 et Ref-1. L’inhibition de STAT3 ou de HIF-1a,
par I’emploi de mutants dominants négatifs, inhibe la liaison au promoteur du VEGFA et réduit

significativement I’expression du VEGFA®®,

e Spl & Smad3
HIF-1o est capable d’interagir avec différents cofacteurs pour activer ses genes cibles, et
I’activation de voies extrinséques permettent d’augmenter la stabilité des complexes de
transcription. Par exemple, le TGF-B via les Smad3/4 va permettre d’augmenter la transcription
du géne EPO. Smad3/4 lie un site SBE (Smad Binding Element) en aval du HRE de HIF-1a, qui
se trouve mitoyen du site de liaison du facteur tissu spécifigue HNF-4 (orphan hepatic nuclear

factor receptor 4). Ainsi, HNF-4 interagit avec Smad3 et le complexe HIF-1a. Un quatriéme
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facteur intervient dans cette interaction, il s’agit du facteur Spl qui lie le promoteur de I’EPO
situé en amont des éléments de liaison des autres facteurs et permet 1’induction optimale de la
transcription de I’EPO. Cependant, I’induction est véritablement compléte lorsque le TGF-§ via
les Smads et un repliement de I’ADN permet la liaison entre le complexe HIF et Sp1. Donc Spl
renforce la coopération entre promoteur et « enhancer », alors que Smad3 permet de stabiliser
I’interaction entre le complexe multifactoriel HIF-1a/Sp1/HNEF-4 et le co-activateur CBP/p300%*
(figure 32).

A

Sites de liaison des co-facteurs sur le gene de TEPO

Sp1

— o " EPO [HRE |{sBE| | HNF-4 BS |

B HyroxiE C  HYPOXIE + TGF-B

EPO

Figure 32 : Répression schématique de la transcription de ’EPO sous sitmuli hypoxique et
TGF-p

A. Le promoteur proximal de I’EPO et sa région 3’ en aval avec quelques sites de liaison
(enhancers) les plus pertinents (HRE : hypoxia response element ; SBE : Smad binding site ;
HNF-4 BS ; HNF-4 binding site). B. Interaction entre le promoteur et les enhancers aprés un
stimulus hypoxique. C. Interaction entre le promoteur et les enhancers apres des stimuli
hypoxique et TGF-B. (Sanchez-Elsner et al., J Mol Biol. 2004 A cross-talk between hypoxia and
TGF-beta orchestrates erythropoietin gene regulation through SP1 and Smads). GTF : facteurs
de transcriptions généraux.
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Cet exemple n’est pas le seul cas ou HIF-1a et Spl interagissent. L’interaction entre HIF-
la et Spl a été décrite dans la régulation d’une voie de réparation de I’ADN, appelée MMR
(mismatch repair). Ces travaux montrent comment 1’hypoxie régule le MMR ; il y est décrit que
HIF-1a entre en compétition avec c-Myc pour lier Spl et se fixer aux promoteurs de MSH2, une
protéine du MMR impliquée dans la reconnaissance des mésappariements et a celui de NBS1 qui
reconnait les cassures doubles brins. La liaison du complexe HIF-1a/Sp1 réprime I’expression de
ces deux protéines et entraine une instabilitt génomique source de mutations et de

transformations cellulaires®*.

Les structures des facteurs HIF-1o et HIF-2a possédant une trés forte homologie de
séquence, on aurait pu s’attendre a une certaine redondance dans I’activité de ces deux facteurs ;
cependant, comme les « knockouts » chez la souris le montrent, ce n’est pas le cas. Cette

dichotomie s’explique en partie par la présence de cofacteurs différents.
b) Les co-activateurs de HIF-2a

e NEMO
HIF-2a, mais pas HIF-lo, est capable de lier le facteur NEMO (NF-Kappa B essential
modulator), et cette interaction renforce le recrutement du co-activateur CBP/p300 et augmente
I’activité transcriptionnelle de HIF-2a, méme en normoxie, et ceci de fagon dose dépendante®?.
Outre le fait de montrer ’interaction de HIF-2a avec un facteur différent de ceux liés par HIF-1a,
ces travaux sont tres importants car ils montrent que les facteurs HIF et notamment HIF-2a

peuvent étre activés en dehors d’un environnement hypoxique.

e ETS
Un autre facteur qui interagit specifiquement avec HIF-2a est le facteur Ets-1. Le tandem formé
de HIF-20/Ets-1 lie et active fortement le promoteur du VEGFR2 dans les cellules
endothéliales®™.

ELK-1, un membre de la famille des facteurs de transcription ETS, interagit avec HIF-2a.
Ainsi, une étude menée sur 11 genes transactivés par HIF-2a, dans des MCF-7, montre que 10 de

ces génes possédent & proximité du HRE une site de liaison des facteurs ETS?. L’interaction de
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HIF-2a avec ELK-1 permet donc I’expression de genes tels que CITED2, WISP2, EPO, IGFBP3

(insulin-like growth factor binding protein 3) et PAI-1 (plaminogen activator inhibitor 1)>%%.

4) Le r6le antagoniste des facteurs HIF dans la signalisation c-Myc

c-Myc joue un role central dans la croissance cellulaire en régulant cyclines et leurs
inhibiteurs. La stabilisation de HIF-1a en hypoxie bloque la prolifération cellulaire en inhibant

%5 tandis que la stabilisation de HIF-20 a I’effet opposé, et

I’activité transcriptionnelle de c-Myc
accroft la prolifération cellulaire en augmentant les capacités transcriptionnelles de c-Myc**®.

Ces effets sont dus a la stabilisation et déstabilisation du complexe transcriptionnel de c-Myc. Le
domaine PAS de HIF-1a lie Spl et empéche son interaction avec c-Myc, diminuant ainsi
I’interaction de c-Myc avec son promoteur. Les genes cibles de c-Myc s’en trouvent réprimés
comme c’est le cas pour p21 ou encore MSH2 et NSB1, décrit précédemment®’.

Dans le cas de HIF-2a, la PDK1, une kinase, phosphoryle son domaine PAS sur la thréonine
324 ; cette modification post-traductionnelle bloque I’interaction avec Sp1®*’. Cependant, HIF-2a
forme un complexe avec Max, une sous-unité du complexe de transcription de c-Myc. Cette
interaction augmente la stabilité du complexe de c-Myc et ses effets sur le cycle cellulaire,
améliorant ainsi I’expression de la cyclin D2, de E2F1, tout en réprimant celle de p21 et p27%®°

(figure 33).
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Figure 33 : Représentation de I’axe HIF/c-Myc

A. HIF-1a réprime la signalisation c-Myc en déstabilisant son complexe transcriptionnel B. HIF-
20, renforce la signalisation c-Myc en favorisant la stabilisation et formation du complexe
transcriptionnel c-Myc/Max. (adaptée de Gordan et al., Cancer Cell. 2007 HIF and c-Myc:
sibling rivals for control of cancer cell metabolism and proliferation.).

Les facteurs HIF sont régulés de nombreuses fagons, soit par I’environnement, soit par des
interactions protéines/protéines. Ces interactions sont déterminantes dans 1’activation spécifique
de HIF-1a ou de HIF-2a. Récemment, il a été montré que des cytokines essentielles au maintien
et a I’expansion des cellules souches permettent de stabiliser, en normoxie, les facteurs HIF.

En normoxie, aprés 24 heures de traitement au SCF, les cellules MO-7e (une lignée
hématopoiétique) se mettent a exprimer de maniere stable les facteurs de transcription HIF-1a et

HIF-2a qui sont transcriptionnellement actifs**®. La TPO joue également ce réle dans les cellules
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primitives de la moelle osseuse de souris. La TPO accroit la production de ROS mitochondriaux

et permet la stabilisation, en normoxie, de HIF-1a>>®.

Ainsi, les facteurs de transcription HIF sont stimulés, par 1’hypoxie et par de nombreux
facteurs environnementaux ou secrétes, tels que des facteurs de croissance essentiels au maintien
des cellules souches. L’étude des mécanismes de croissance et progression tumorale a révélé une
forte activation des facteurs HIF, qui contrblent le métabolisme cellulaire, la prolifération
cellulaire, I’angiogenése, I’invasion cellulaire (métastase, EMT : Epithelial mesenchymal

transition) et la différenciation®”*3%.

B. PRINCIPALES VOIES DE SIGNALISATION DEPENDANTES DE HIF

1)  Les facteurs HIF sont les principaux médiateurs de 1’angiogenese

La disponibilité en oxygéne et en nutriments est essentielle & la croissance tumorale. Le
rayon de diffusion de I’oxygeéne, a partir des vaisseaux sanguins, étant de 100um, les cellules
tumorales doivent développer de nouveaux réseaux sanguins : c’est I’angiogenése tumorale®®”.
Pour basculer vers un phénotype pro-angiogénique, la tumeur doit activer un nombre important
de geénes, dont la grande majorité est sous le contréle des facteurs HIF. Les principaux facteurs
sous la dépendance des facteurs HIF sont: le VEGF et ses récepteurs dont 1’activation est
commune a HIF-1a et HIF-20, les facteurs PDGF-B (platelet-derived growth factor B) et les
MMP-2 et 9 activés par HIF-1a et les génes dépendants de HIF-2a, I’EPO, le PAI-1

(plasminogen activator inhibitor-1), les angiopoiétines 1 et 2 et le récepteur Tie23023,

2) Laprolifération et les facteurs HIF

HIF-2a joue un role important dans la croissance tumorale, non seulement en facilitant
I’accés de I’oxygeéne et des nutriments au cceur de la tumeur, mais aussi en augmentant la
prolifération des cellules tumorales®®. HIF-2q favorise I’entrée des cellules tumorales dans le
cycle cellulaire en contrélant ’expression du TGF-a et de la cyclin D1 (CCND1) qui régulent la

293,364

croissance cellulaire et sont freqguemment surexprimés dans les tumeurs Il reste a
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déterminer si 1’activation de ces deux facteurs est un effet direct ou indirect de 1’activation de
HIF-2a. Une autre voie de régulation de la prolifération passe par I’interaction entre HIF-2a et c-
Myc que ’on a décrit précedemment®®. De plus, HIF-2a accroit I’efficacité de traduction de
I’EGFR (épithelial growth factor receptor) dont 1’accumulation permet une croissance tumorale
autonome, grace a un effet autocrine>®.

HIF-1a n’a pas une action directe sur la croissance cellulaire, cependant en contrdlant la
production d’IGF-2, une hormone de croissance, et I’expression de BNIP-3, impliqué dans les

mécanismes d’autophagie induit en hypoxie, HIF-1a accroit la progression tumorale®®®=3¢".

3) Les facteurs HIF régulent le métabolisme cellulaire

Les tumeurs ont un métabolisme accru orienté vers la glycolyse plutdt que vers les
oxydations phosphorylantes. Cet état, appelé effet Warburg, diminue la respiration
mitochondriale et accroit la production de lactate et requiert une activité enzymatique soutenue
avec un afflux important de glucose. Un certain nombre des génes du métabolisme et du transport
du glucose sont sous la dépendance du facteur HIF-1a. Il permet notamment 1’expression de
GIuT-1, de la LDHA, de PGK et de I’aldolase A*®®. HIF-1a peut également réguler négativement
la masse mitochondriale en activant un répresseur de c-Myc, MXI1-1%%,

Ce métabolisme accru a pour effet de diminuer le pH du microenvironnement tumoral en
libérant des métabolites acides que la perfusion sanguine ne suffit pas a éliminer. Les cellules
tumorales qui se retrouvent dans cet environnement acide, doivent lutter pour maintenir un pH
intracellulaire viable. L’activation de HIF-la permet 1’expression a la surface des cellules
tumorales de la CA 1X (carbonic anhydrase 1X) dont 1’activité contribue a la désacidification du
milieu intracellulaire et a I’acidification du milieu extracellulaire, en catalysant la conversion de
I’'H,0 et du CO, en H* et HCO5 ¥7°,

Une autre conséquence d’un métabolisme accru est la génération d’une quantité
importante de ROS capable de provoquer des cassures de I’ADN. Afin de lutter contre un exces
de ROS, les cellules saines et tumorales activent des enzymes anti-oxydantes. Cette activation est
sous la dépendance de HIF-2a qui permet I’expression des enzymes Gpx 1 et 8 (Glutathione
peroxidase), SOD1 et 2, et catalase. En effet, les souris HIF2” présentent une réduction

d’expression des enzymes anti-oxydantes primaires et une dégénérescence mitochondriale®®. Par
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ailleurs, I’induction de ROS dans des cellules tumorales déficientes en HIF-20 provoque un arrét

du cycle cellulaire et une mort cellulaire dépendante de p53%* (figure 34).

()
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Cassures de

FADN
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dATM
p53
Arrét du cycle Mort
cellulaire cellulaire

Figure 34 : Représentation de I’axe HIF-2a/p53
(modifiée d’aprés Bertout et al., PNAS. 2009 HIF2alpha inhibition promotes p53 pathway
activity, tumor cell death, and radiation responses).

4) Role des facteurs HIF dans le processus de métastase

Le processus de metastase est composé d’une succession d’étapes (dégradation de la
MEC, inflammation, invasion tissulaire et EMT : epithelial mesenchymal transition) qui
permettent a la tumeur originelle de coloniser d’autres tissus ; les métastases sont les principales
cause de mortalité des cancers. L’activation des facteurs HIF correle avec la présence de

métastases dans de nombreuses tumeurs car ils permettent I’activation de génes directement liés
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aux processus de meétastase : E-cadhérine, lysyle oxydase (LOX), CXCR4, SDF-1, Snail et
TWIST?#8230372376 1 »inflammation modifie le réseau sanguin en régulant sa tonicité et sa
pression, rendant plus accessibles les vaisseaux sanguins aux cellules tumorales. Ainsi, la
stabilisation de HIF-1a induit I’expression de génes qui contrélent cette tension vasculaire, tels
que, I’adrénomedulline (ADM), I’iNOS (nitric oxide synthases), et la cytokine pro-inflammatoire

%63) Cependant, I’étape essentielle du processus de métastase est

IL-8 (revu dans Hickey et Simon
I’EMT. L’EMT augmente la mobilité des cellules en diminuant les interactions cellules/cellules
et cellulessMEC. La répression de I’E-cadhérine par les facteurs HIF3"® déstabilise les interactions
cellules/cellules et libére les cellules tumorales qui peuvent rejoindre la circulation sanguine
grice & I’activation par 1’axe HIF/Notch des protéines TWIST et Snail****”’. L’interaction entre
le récepteur CXCR4 et son ligand SDF-1 permet une migration dirigée des cellules tumorales qui

métastasent (figure 35).
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Figure 35 : Régulation de PEMT par les facteurs HIF
(Modifiée d’apres de Peinado et Cano, Nature Cell Biology. 2009 A hypoxic twist in metastasis).
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5) Différenciation

On retrouve, dans les cellules tumorales, une petite population de cellules qui présente les
caractéristiques de cellules souches : ce sont les cellules souches cancéreuses. Ces cellules sont
maintenues dans un état indifférencié et sont capables d’autorenouvellement et de
différenciation®®. Elles sont & I’origine des résistances aux agents chimiothérapeutiques et des
rechutes, en permettant de novo la croissance tumorale. L’hypoxie est capable de maintenir et de
stimuler un phénotype cellulaire indifférencié® 3. Cet effet est en grande partie dépendant de

I’interaction des facteurs HIF avec la voie de signalisation Notch®"*3%2

, mais il requiert également
la transactivation directe, par les facteurs HIF, de génes impliqués dans le maintien des cellules
souches®. Des études menées par 1’équipe de M.C. Simon montrent que OCT4, un des facteurs
majeurs du maintien des cellules souches est exclusivement activé par HIF-2a?**. De plus, les

tumeurs derivées de cellules ES surexprimant HIF-2a possédent un phénotype trés indifférencié.

Alors que HIF-1a, la premiere sous-unité alpha identifiée, a été largement décrite, le réle
de HIF-20 dans le développement et la tumorogenése révele des fonctions biologiques
différentes, voire antagonistes, entre les deux protéines (figure 36). On sait aujourd’hui que HIF-
2a est responsable d’hypertension pulmonaire, de polycythémie (maladie de Chuvash) et
d’anémie®®***. La surexpression des facteurs HIF est un événement fréquent dans les cancers
humains et est souvent associée a de mauvais pronostiques vitaux. Cependant, il ne s’agit pas
d’un événement précoce : les facteurs HIF ne sont pas stabilisés par gain de fonction mais plutot
par des événements externes comme la perte de fonction du géne suppresseur de tumeur VHL.
Toutefois, si aucune mutation stabilisatrice de HIF-1a n’a encore été identifiée, il existe des
mutations connues de HIF-2a, qui interviennent dans le domaine ODDD (G537W, G537R,
M535V, P534L et D539E) et sont 4 origine d’érythrocytoses familliales®®* . 1’ensemble de
ces mutations se trouve dans le voisinage de la proline 531 et « génent » la liaison du complexe

d’ubiquitinylation et donc ralentissent la dégradation de HIF-2a.

De plus, HIF-20 régule ’EPO chez I’adulte®, contribue au phénotype agressif des

382 388

tumeurs®®, maintient les neuroblatomes®®? et gliomes®*® dans un état indifférencié, et joue un réle

majeur dans I’homéostasie des ROS?. Ainsi, les facteurs HIF-1a et HIF-2a, qui ont pour cible
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plus d’une centaine de genes, semblent étre de bons candidats pour I’étude du maintien des

cellules souches dans leurs niches hypoxiques.
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Figure 36 : Processus physiologiques et pathologiques dépendant de HIF-1a et HIF-2a
A. Signalisation dépendante de HIF-1o B. Signalisation dépendante de HIF-2a
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C. HIF ET LES CELLULES SOUCHES

La présence de faibles concentrations d’oxygéne dans les niches participe au maintien des
cellules souches®*?**°. L’hypoxie accroit le potentiel de greffe des CSH3**! et permet la

conservation d’un phénotype primitif des CSH™*3%,

1)  HIF et les cellules souches

Les cellules souches sont gouvernées par des grandes voies de signalisation (Notch, Wnt)

et I’activation de facteurs de transcription capables de les maintenir dans un état indifférencié.

a)  HIF régule la différenciation via Notch

Gustafsson a montré que 1’hypoxie modifie directement 1activité de Notch®”. L’hypoxie
induit I’accumulation Hes1 et Hey2, qui sont des cibles directes de Notch. Hesl est également
exprimé en présence de chlorure de cobalt, un chélateur du fer qui inhibe ’activité des PHD et
stabilise les protéines HIF. De plus, le domaine intracytosolique de Notch (ICD) interagit avec
HIF-1a et augmente sa stabilité®°. Par ailleurs, méme si les données concernant une éventuelle
interaction entre ICD et HIF-2a sont rares, les travaux de Pietras montrent que 1’inhibition de
HIF-2a, dans les cellules souches tumorales du neuroblastome, diminue I’expression de Hes1 et
de Heyl et provoque la différenciation de ces cellules®®?. Etant donné le rdle de HIF dans la
régulation des effecteurs de la voie Notch, une niche hypoxique devrait optimiser 1’activité de la
voie Notch et renforcer I’inhibition de la différenciation et ainsi contribuer au maintien des CSH
(figure 37).
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Figure 37 : Représentation schématique de la voie de signalisation HIF/Notch
A. Voie dépendante de Notch, CSL = protéine de liaison a I’ADN B. Voie canonique (adaptée de

Gustafsson et al., Dev Cell. 2005 Hypoxia requires notch signaling to maintain the
undifferentiated cell state).
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b) HIF-1a régule la différenciation via Wnt

La voie Wnt est également une composante essentielle de la régulation et de
I’homéostasie des CSH. Dans les cellules ES en hypoxie, HIF-1a module la signalisation Wnt/pB-
catenine, en augmentant 1’activation de la B-catenine et I’expression des effecteurs de la voie
Wnt : LEF-1 et TCF-1°*. De maniére intéressante, ces résultats se vérifient dans les cellules
souches neurales, mais pas dans les cellules plus différenciées, ou HIF-1a capture la B-catenine et

empéche la formation du complexe de transcription p-catenine/TCF%*.
c) HIF-2a et les iPs

Récemment, la génération de cellules iPs a permis d’envisager une nouvelle approche de
la médecine régenérative et des biothérapies, en générant a partir de cellules somatiques des
cellules souches pluripotentes®. Cette dédifférenciation des cellules est possible grace a la
transduction de quatre facteurs de transcription (OCT4, Sox2, Klf4 ou Nanog et c-Myc),
cependant, la fréquence de genération des cellules iPs est faible. Afin, d’augmenter cette
fréquence d’apparition les cellules ont été placées en hypoxie (a 5%) et les résultats montrent une
augmentation de la génération des iPs. En plus d’une augmentation de fréquence d’apparition,
I’hypoxie a permis de limiter le nombre de facteurs de transduction, en passant de quatre facteurs
a deux facteurs (OCT4 et KIf-4)>%.

Dans les cellules ES, la transcription d’OCT4 est contr6lée par HIF-2a, ou il lie le promoteur de
Sox2 ; par ailleurs, son inhibition dans les cellules ES a pour effet de diminuer 1’expression des
trois facteurs Sox2, Oct4 et Nanog?®*3%% HIF-2a a également pour effet d’augmenter I’activité
transcriptionnelle de c-Myc. Le contr6le exercé par HIF-2a sur I’ensemble de ces facteurs permet

d’envisager la génération d’iPs & partir de la modulation de ce seul facteur®®.
2) HIF et les cellules souches hématopoiétiques
Les niches dans lesquelles résident les CSH sont des environnements tres hypoxiques,

parfois méme anoxiques. Cet environnement, ainsi que certains facteurs indispensables au

maintien des cellules souches, font des facteurs HIF de bons candidats a la régulation des CSH.
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a) HIF-1la et les CSH

Récemment, il a été montré, chez la souris, que I’expression de HIF-la est essentielle
pour le maintien et la quiescence des cellules souches?3®. L’adaptation des CSH a leur
environnement hypoxique s’accompagne d’une modification de leur métabolisme qui est
orchestréee par HIF-la. Les CSH ont une activit¢ mitochondriale ralentiec au profit d’une
glycolyse importante ; pour s’adapter a ce changement, les CSH activent HIF-1a via la protéine a
homéodomaine Meisl de la famille des génes Hox. Meis1 est fortement exprimeé dans les CSH, et
son défaut entraine chez I’embryon une mort in utero a E14,5 suite a des déficiences du systeme
vasculaire et du systéme hématopoiétique®*. Ce phénotype métabolique adopté par les CSH leur
confére également un avantage de survie dans la niche hypoxique ou les cellules plus
différenciées qui ont un métabolisme oxydatif ne survivent pas.

HIF-1a ne se contente pas de modifier le métabolisme des CSH, il régule également le
cycle cellulaire de ces dernieres. Son inhibition a pour effet de provoquer une augmentation des
ROS intracellulaires qui entraine une prolifération excessive des CSH et la perte de leurs
fonctions par un mécanisme de sénescence dépendant de 1’activation des facteurs p16 et p19. A
I’inverse, sa surexpression bloque les CSH en quiescence ainsi que les progeniteurs, et augmente
I’apoptose dans la population de CSH>*. Ces études révélent un role essentiel de HIF-1a dans
I’homéostasie des CSH, qui agit de maniére dose dépendante sur I’engagement des CSH dans le

cycle cellulaire et sur leur capacité de cellules souches.

Les centaines de cibles potentielles de HIF-1o. dans les CSH suggérent que le
métabolisme et le cycle cellulaire ne sont pas les seuls processus dans lesquels HIF-1a peut
intervenir. Par exemple, HIF-1a régule I’expression de Foxo3a dont I’inactivation dans les CSH a
pour effet d’augmenter la concentration de ROS et d’épuiser le stock de CSH*. Ce méme
Foxo3a, en hypoxie, induit Cited2, un régulateur négatif de HIF-la et bloque 1’apoptose
dépendante de HIF-10*®. HIF-10 joue également un réle essentiel dans les processus de survie,

de différenciation cellulaire et d’autophagie (figure 38).
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b) HIF-2a et les CSH

Le rble de HIF-2a dans les CSH n’a pas encore été établi. Cependant, il est exprimé dans
les CSH murines et dans les cellules ES humaines, ou il est piégé dans le cytoplasme. Par

ailleurs, il posséde une activité transcriptionnelle limitée?4%*

, ce qui ne I’empéche pas d’étre
I’inducteur de génes clefs dans le maintien et I’autorenouvellement des cellules souches®®. De
maniere intéressante, dans les CSH murines, il est davantage exprimé dans les cellules plus
primitives CD34" LSK (Lin™ Sca" c-Kit") que dans les cellules CD34" LSK; en outre, son
expression est encore augmentée dans les cellules Lin®%. Contrairement & HIF-1o qui apparait
avec le regne des métazoaires, HIF-2a émerge avec les vertébrés, et joue un réle clef chez les

mammiféres, notamment dans le remodelage osseux®’>?"°

et la régulation du
microenvironnement®’’. En outre, la niche ostéoblastique représente une région ou I’hypoxie est
permanente et, contrairement a HIF-1a, qui est dégradé durant une hypoxie prolongée, HIF-2a
s’accumule?”’.

Comme HIF-1aq, il est impliqué dans la régulation de nombreux facteurs essentiels a la
survie cellulaire, et régule la transcription de genes qui sont exprimés dans les CSH et impliqués
dans divers processus tels que la migration, le contrdle de 1’environnement Redox, la régulation

du cycle cellulaire et I’activation de grandes voies de signalisation.

HIF-2a régule des facteurs de croissance essentiels a la survie des CSH, tels que le
VEGF®* VEGFR®* et ’'EPO*®. A I’inverse, le SCF, un facteur essentiel au maintien des CSH,
régule HIF-2a et permet sa stabilisation dans des cellules hématopoiétiques et ce, méme en

normoxie>®e.

Si HIF-2a est faiblement exprimé dans les CSH, il est fortement exprimé dans les
ostéoblastes qui recouvrent I’endoste et tapissent la niche ostéoblastique403. HIF-2a est également

274,404

capable d’induire 1’expression du récepteur Tie et de ses deux ligands Ang-1 et 2°'*. Or, le

signal Ang-1/Tie2 permet I’interaction entre les CSH et les ostéoblastes, et la liaison a la MEC

des CSH par activation des intégrines p1°%*

. De plus, la libération d’angiopoiétine 1 dans
I’environnement des CSH et des ostéoblastes stimule 1’expression de la N-cadhérine a la surface
de ces deux types cellulaires”?%". La perte de ces interactions entraine I’épuisement des CSH en

quiescence. Ce ne sont pas les seules molécules d’adhésion sous le controle de HIF-2a : chez la
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souris, I’intégrine alpha 9 (ITGA9) est directement activée par HIF-20*®

, son homologue
humain, avec laquelle elle partage 87% d’homologie, est exprimée a la surface des CSH et
progéniteurs, ol elle joue un role important dans 1’adhésion et la différenciation®®.

Les interactions et intégrations de signaux entre les ostéoblastes et les CSH sont
indispensables au maintien des CSH. La voie Notch qui régule, entre autres, I’état de
différenciation des CSH, est amorcée par les ostéoblastes. En effet, la liaison de la PTHrP a son
récepteur le PPR, situé a la surface de la membrane des ostéoblastes, accroit le nombre
d’ostéoblastes et augmente la sécrétion de Jaggedl (le ligand de Notch)'™. Or, il a été montré
récemment que HIF-2a active directement 1’expression de la PTHrP dans les cellules tumorales
et endothéliales™®’. Outre les effets déja connus de HIF-2a sur la voie Notch et ses effecteurs
Hesl et Heyl, HIF-2a pourrait potentiellement amplifier la signalisation de Notch en modulant

I’expression de son ligand Jagged].

Des conditions de culture hypoxique accroissent le potentiel de greffe des CSH a long
terme et ce, en régulant I’expression des inhibiteurs du cycle cellulaire tels que p21, p27 et
p57*%. Si HIF-10o régule Iactivité de ces trois génes, HIF-20 quant & lui est capable, en activant

1% Mais si

p27, de suspendre le cycle cellulaire de fibroblastes murins (NIH3T3), en phase G
I’arrét du cycle cellulaire est important pour maintenir les cellules souches dans un état quiescent,
il est également important de pouvoir le redémarrer pendant 1’autorenouvellement et la
différenciation des CSH. HIF-2a, en activant ’expression de la cycline D1°** et en coopérant

avec c-Myc®®, pourrait permettre aux CSH de proliférer.

Si I’adhésion a une niche est nécessaire au maintien des CSH, elles peuvent tout de méme
migrer vers d’autres tissus. HIF-2a, comme HIF-1a, contrdle I’expression de SDF-1 et de son
récepteur CXCR4?222%° ces deux facteurs jouant un role important dans la mobilisation et le
homing des CSH.

Les CSH, pour se protéger de I’accumulation de métabolites toxiques et éviter des
dommages de I’ADN, surexpriment des transporteurs ABC. Les transporteurs ABC qui sont des
pompes a efflux ont la particularité de rejeter des colorants comme le Hoescht ; cette capacité

permet d’identifier une population de cellules, appelée les cellules SP (« side population »), qui
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définissent une population de cellules trés primitives dans la MO. Bcrp-1 est un transporteur
ABC qui est surexprimé dans les cellules souches murines, ou son expression est dépendante de
HIF-10*°. Chez I’homme I’orthologue de Berp-1 est ABCG2 et son activation est dépendante de
HIF-20*%. En évitant ’accumulation de toxine dans la cellule, le transporteur ABCG2 maintient
un phénotype indifférencié.

L’accumulation de ROS peut également provoquer des dommages de I’ADN et induire la
différenciation des CSH. Afin de limiter ces risques de dégats sur I’ADN et de différenciation
spontanée, la cellule dispose d’enzymes antioxydantes capables de neutraliser les ROS. Le foie

des souris HIF-20”

"~ montre une augmentation du stress oxydatif et une détresse mitochondriale,
dues a une réduction de I’expression de SOD2, ainsi que de la frataxine, la protéine chaperonne
de I’aconitase, un senseur du stress oxydatif*?. En plus des enzymes mitochondriales SOD2 et
Frataxine, HIF-2a controle 1’expression de trois enzymes essentielles a la détoxification par
élimination des ROS : la SOD1, la catalase et la gluthatione péroxydase 1 (Gpx1)?®%. HIF-2a. est
donc le principal facteur de transcription de la régulation Redox. Alors que HIF-1a, en contrélant
la respiration mitochondriale, limite la production mitochondriale de ROS, HIF-2a régule le

stress oxydatif de la mitochondrie et régule I’homéostasie Redox de la cellule™.

HIF-2a est également le principal facteur de transcription de la protéine Cited2, qui est un
régulateur négatif de HIF-1a et joue un role important dans la régulation des CSH. Son KO
empéche la génération de CFC et de CAFC, et la transplantation de CSH Cited2” n’est pas
capable de restaurer une hématopoiese fonctionnelle. Comme pour HIF-1a, le KO de Cited2
provoque une accumulation de p16 et p19, ainsi que de p53, qui entraine la perte des CSH®®. Par
ailleurs, si HIF-2a. contrdle effectivement I’expression de Cited2 dans les CSH, il doit modifier
par I’intermédiaire de Cited2 1’expression de Bmi-lzg, qui est essentiel, chez I’adulte, au

processus d’autorenouvellement des CSH®® (figure 39).
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2°™ CHAPITRE : Les Résultats

ROle des facteurs de transcription HIF
(Hypoxia Inducible Factor) dans le maintien
a long terme des cellules souches
hématopoiétiques Humaines chez la souris

iImmunodéficiente
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I. PROJET DE RECHERCHE

A. SITUATION DU PROJET DE RECHERCHE

L’étude des cellules souches offre de nombreuses perspectives thérapeutiques dans les
domaines de la médecine régénérative et dans la compréhension des mécanismes de résistance

aux agents thérapeutiques dans les cancers®’®

. Ainsi, il est important de comprendre les voies de
signalisation =~ majeures  impliquées  dans  [’autorenouvellement/différenciation, la
quiescence/prolifération et la survie/apoptose des cellules souches saines et tumorales. Le role de
I’oxygéne, qui est un élément clef durant I’embryogenése et la progression tumorale, a longtemps
été sous-estimé. Or, le taux physiologique d’oxygéne est finement régulé dans les tissus des
mammiferes, et sa concentration différe d’un tissu a 1’autre, ainsi qu’au sein méme de ces
derniers, phénoméne di en grande partie a ’architecture vasculaire. La moelle osseuse et le
cerveau, qui sont les régions les plus hypoxiques de 1’organisme, fournissent de bons modéles
pour I’é¢tude de la régulation des cellules souches par I’oxygéne. Parmar a montré que les cellules

236231243 o) les faibles

souches hematopoiétiques se distribuent en suivant un gradient d’oxygene
concentrations en oxygéne favorisent la conservation d’un état indifférencié.

L’hématopoiése a été largement décrite au niveau cellulaire et moléculaire, et s’avére étre
1’un des principaux modeles utilisé dans 1’étude des mécanismes gouvernant le caractére souche
d’une cellule. Des études récentes révelent dans des modéles murins que les facteurs de
transcriptions (HIF) induits par I’hypoxie affectent le comportement des cellules souches
hématopoiétiques?®*3%.

La culture en hypoxie stabilise les sous-unités HIF-a%. Cependant, les mécanismes qui
relient le maintien des CSH a I’oxygeéne n’ont été que partiellement expliqués : régulation
métabolique et contrdle de la quiescence. Les modeles de souris KO pour les sous-unités o ou 3
des facteurs HIF sont létaux?%241441>,

Le KO conditionnel de HIF-1a a permis de montrer trés recemment que ce facteur joue un
role essentiel dans la régulation des CSH en les maintenant dans un état quiescent®®. En effet,
I’inactivation de HIF-1o dans les CSH murines conduit & une perte de fonctions par sénescence.

Il a été établi que la sénescence des cellules inactivées pour HIF-1a est dépendante des
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inhibiteurs du cycle cellulaire p16 et p19. A I’inverse, la stabilisation de HIF-1a augmente la

quiescence des CSH, au détriment de leur capacité de reconstitution hématopoiéetique.

Si le role de HIF-1a dans les CSH murines est confirmé, celui de HIF-2a reste a
démontrer, et en particulier dans les CSH humaines. HIF-2a est aujourd’hui reconnu comme

étant le principal régulateur du géne de I’EPO®*®, il joue un role majeur dans la régulation de

S?%% et contribue au phénotype agressif des tumeurs®®, notamment en

382,388

I’homéostasie des RO

maintenant les cellules tumorales dans un état indifférencié

Nous avons donc développé un modéele nous permettant d’étudier le role des facteurs de
transcription HIF-1a et HIF-2a dans les CSH humaines. En utilisant une stratégie d’ARN
interférents médiés par des vecteurs lentiviraux et des cellules de sang de cordon CD34", nous
avons montré que les « knockdown » de chacun de ces facteurs affectent les capacités de
reconstruction a long terme des CSH humaines chez la souris immunodéficiente NOD/LtSz-scid
IL2rg™". De plus, et ce de fagon surprenante, I’inactivation de HIF-20 dans les CSH humaines est

plus délétere que I’inactivation de HIF-1o, et entraine une perte tres importante des CSH.
B. RESULTATS
1) Etudes in vitro

Nous avons développé des vecteurs bicistroniques permettant I’expression du geéne
rapporteur codant pour I’EGFP et de sShRNA inhibant spécifiqguement soit HIF-1a (shHIF1a), soit
HIF-2a (shHIF2a). Apres avoir validé les shRNA sur la lignée cellulaire des HEK293T, nous
avons infecté les cellules CD34" et obtenu des pourcentages de transduction oscillant entre 50%
et 60%. Le tri par cytométrie en flux a permis de déterminer I’impact de 1’inactivation des

facteurs HIF sur les capacités prolifératives des cellules CD34" (figure 40).
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Figure 40 : Effet de I’inactivation des facteurs HIF sur la prolifération des CSH

Les cellules CD34+ sont transduites a JO et cultivées en milieu Stem alpha ® Liquid Serum Free
Culture Medium + SCF 100 ng/ml + FIT3-L 100 ng/ml + TPO 50 ng/ml. Les cellules sont triées
par cytométrie en flux quatre jours aprés transduction (J4) et comptées tous les jours jusqu’a J7.
(n=3)

Le shRNA anti-HIF-1a n’affecte pas, en normoxie, la prolifération des cellules CD34",
alors que le shRNA anti-HIF-2a. empéche I’expansion des cellules, méme en normoxie. Nous
avons alors évalué DI’impact de [I’inactivation des facteurs HIF sur les progéniteurs
hématopoiétiques humains par un test CFC. Le nombre de colonies myéloides générées, en
méthylcellulose, & partir de cellules CD34", triées sur la GFP quatre jours aprés transduction, est
équivalant au contréle quel que soit le facteur HIF inhibé. En revanche, I’inactivation de HIF-2a,
mais pas de HIF-1a, diminue la génération de colonies érythroides. Afin, de déterminer quelles
étapes de la différenciation érythroides sont affectées par 1’inactivation de HIF-2a, nous avons
réalisé un test de différenciation en culture liquide. Sur la base de deux marqueurs, le CD36 qui
marque les progéniteurs, et la glycophorine A (GPA) exprimée a la surface des cellules érthroides

matures, nous avons déterminé I’impact des KD de HIF-la et HIF-2a sur la différenciation

135



érythroide. HIF-1o ne modifie pas 1’expression des marqueurs CD36 et GPA, tandis que HIF-2a
induit un retard ou un défaut de I’expression de ces deux marqueurs. Ces résultats sont en accord

avec ceux obtenus pour les tests CFC.

Pour comprendre quel peut étre le role des facteurs HIF dans les CSH in vivo, les cellules
CD34" transduites ont été injectées dans des souris immunodéficientes NOD/LtSz-scid IL2rg™"

préconditionnées au busulfan.
2) Etudes in vivo

La xénogreffe des cellules CD34" transduites nous a permis d’étudier ’impact de
I’inactivation des facteurs HIF sur le maintien des CSH. Apres I’injection intraveineuse, les CSH
humaines migrent dans la moelle osseuse et la rate des animaux. Une ponction de moelle dans le
fémur, sous anesthésie générale, est analysée périodiquement durant 24 semaines, chez les
animaux primaires, puis chez les animaux secondaires, afin d’estimer la quantité de cellules
humaines, leur phénotype et 1I’expression du transgene.

Les facteurs HIF controlant I’expression de facteurs essentiels a la migration des CSH
vers la moelle osseuse (CXCR4 et SDF-1), nous avons réalisé un test dit de « homing ». Apres
avoir transduit et cultivé les cellules CD34" quatre jours, nous les avons injectées dans les souris,
que nous avons sacrifiées 24 heures aprés la transplantation. Ce test montre que le KD des
facteurs HIF n’empéche pas la migration des CSH vers la moelle osseuse.

L’analyse des ponctions fémorales, chez les animaux primaires puis secondaires, révéle la
perte des cellules transduites pour les deux shRNA ; toutefois, 1’effet est moins prononcé dans le
cas des cellules transduites avec le shHIF-1a.

Dans les différents tissus, la disparition au cours du temps des cellules inactivées pour
HIF-1a et encore plus pour HIF-2a, quel que soit le stade de différenciation, suggére un réle
majeur de ces facteurs dans le maintien des CSH. Un effet plus spécifique de HIF-2a sur la lignée

érythroide est également observé, et permet de confirmer les résultats obtenus in vitro.
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Abstract

Physiological oxygen level is tightly regulated in mammalian tissues. Moreover, oxygenation
differs from one tissue to the other, as well as within a single tissue, due to vasculature
modeling. Oxygen level has been shown to be a key stimulus of cell fate during
embryogenesis and cancer progression. It is now widely admitted that stem cells fate follows
oxygen gradients with low oxygen levels (hypoxia) promoting an undifferentiated state.
Hematopoietic stem cells (HSCs) reside in bone marrow niches in which oxygen availability
is low, even absent. Hypoxia-inducible factors (HIFs) are the main factors regulating the cell-
response to oxygen variation. Studies on mouse models reveal that HIFs affect HSC activities.
Here, we investigate the potential function of HIF-1lao and HIF-2a. within human HSCs.
Knockdown of both factors was obtained by lentivirus-mediated short-hairpin RNA strategy.
Transductions of CD34-positive cord blood cells reveal that HIF-2a. knockdown affects
myelo-erythroid differentiation. Both HIF-o are required for long-term reconstitution in
immune-deficient NOD-scid IL2Rg™" mice, whereas a more pronounced deficiency was
observed for HIF-2a. Overall, our data strongly support the existence of multiple but

preponderant functions of HIF-a. subunits in human stem cell maintenance and differentiation.
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Introduction

The role of oxygen in cell and tissue specification has long been ignored, being regarded
merely as an essential life molecule in the respiratory chain, and as a source of oxidative
molecules. In the hematopoietic domain, since the pioneering work of Cipolleschi, oxygen has
attracted interest as a key regulator of hematopoietic stem cell (HSC) maintenance®.
Furthermore, it has been confirmed that cell culture of murine and human HSCs and
progenitors at low O, tension (0.1-5%), also called hypoxia, ensures their maintenance and,
eventually, their expansion, in contrast to cultures at atmospheric oxygen level (normoxia)>.
In 2001, Chow et al. suggest that HSCs might be located in a very poorly oxygenized bone
marrow environment*. Examination of oxygen saturation in human bone marrow corroborates
the fact that oxygen spreads along a gradient in marrow®. Indeed, the adaptation of
oxygenation to those supposed to exist in bone marrow environment enhances the efficiency
of red blood cell production ex vivo starting from CD34-positive cells®. Side population (SP)
cells, the only cells to retain repopulation ability, are highly hypoxic’. Survival in this low-
oxygen microenvironment requires significant metabolic adaptation. HSCs utilize glycolysis
instead of mitochondrial oxidative phosphorylation to meet their energy demands®. Together,
these data imply that in hematopoietic hierarchy, HSCs and progenitors are organized in an
oxygen-dependent manner, and that oxygen availability might govern hematopoiesis by
maintaining HSC functions such as cell cycle, survival, metabolism, and protection against
oxidative stress.

The hypoxia-inducible factors (HIF) are the main transcriptional factors responding to
oxygen variation®. Now it is widely accepted that many molecules, such as growth factors,
cytokines, hormones and reactive oxygen species (ROS), drive HIF expression'®*2. HIF-1 and
HIF-2 are heterodimeric proteins belonging to the bHLH family, and comprise an alpha

subunit (HIF-1a, HIF-2a), oxygen-regulated, and a beta subunit (HIF-1p also called ARNT),
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oxygen-independent. Dimerization occurs throughout the per-ARNT-Sim (PAS) domain. The
keystone of the HIF-a degradation is a highly conserved oxygen-dependent degradation
domain (ODDD). In ODDD, two essential proline residues (in human HIF-1la: P402/P564;
and in HIF-2a: P405/P531) can be hydroxylated by specific prolyl-hydroxylases (PHDs),
three oxygen-, Fe(2+)-, and 2-oxoglutarate-dependent dioxygenases. The post translational
modifications enable binding of the von Hippel-Lindau E3-ubiquitin ligase (VHL). In the
presence of O,, ubiquitination of the HIF-a leads to degradation by the 26S proteasome™. In
hypoxia, PHDs hydroxylation activity is inhibited, allowing HIF-a stabilization and gene
transactivation, the N-terminal transactivation domain (NAD) conferring target gene
specificity of each HIF-o subunit™. Transcriptional HIF activity is also regulated by oxygen
through the hydroxylation of an asparagin residue by an asparaginyl hydroxylase also called
FIH™. This amino-acid modification prevents interaction between HIF and cofactors such as

CBP/p300.

HIF is a highly conserved protein throughout evolution'®!’. HIF-1a was initially found
to regulate the transcription of erythropoietin (EPO), and vascular endothelial growth factor
(VEGF), and to monitor the glycolytic metabolism®®, making it a very attractive target in the
fight against cancers. HIF-2a was firstly discovered in endothelial cells'. In evolution, this
last factor appeared with the emergence of vertebrates, hence predicting an important role in
skeletal modeling® and its microenvironment®. Its expression is tissue-specific and it is
accumulated during prolonged hypoxia, in contrast to HIF-1a?%. HIF-2a is shown to regulate
EPO in adults®, to contribute to tumor aggressiveness®*, to maintain the undifferentiated state
in neuroblastoma® and glioma®, and to play a major role in ROS homeostasis®’. Recent data
suggest relevant differences between the HIF-a subunits function in physiological and

pathological processes. Although both factors bind the same DNA sequence, called hypoxia
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response element (HRE), the transcription specificity differs according to their partners;

moreover, these two proteins may act in synergy or in competition with antagonist effects?®.

In hematopoietic cells, little is known about HIF functions. In human, HIF-1a has
been found expressed in lineage-depleted CD34*CD38" cells from bone marrow? as well as in
circulating CD34" and CD133" cells under normoxic conditions®®. Mutations in VHL, PHD or
HIF-2a lead to a polycythemia, called Chuvash’s disease through increased EPO production
by kidneys and increased sensitivity to EPO***2. In mice, HIF-10 and HIF-1p** knockout
(KO) results in embryonic lethality at E10.5, whereas HIF-20 KO leads to increased
embryonic or perinatal lethality depending on the mouse background?”*. Cells from HIF-1o-
deficient yolk sac demonstrate erythropoietic defects®®. Recently, using a conditional KO
model in which HIF-1o deletion was restricted to hematopoietic cells, it has been shown that
HSCs maintain cell cycle quiescence through a precise regulation of HIF-1a levels®.
Hypocellularity in bone marrow of HIF-2a. KO mice was mainly attributed to a critical role of
HIF-2c in stromal cells supporting HSCs rather than in HSCs themselves®>®. HIF-1p-
deficient embryonic stem cells have abnormal hematopoietic differentiation, partially rescued

by VEGF*.

In this study, we present a model designed to analyze the role of HIF-1a and HIF-2a
in human HSCs. By using CD34-positive cord blood (CB) cells and lentivirus-mediated RNA
interference strategy, we showed that knockdowns of both factors affect long-term

null

reconstitution ability of HSCs in immune-deficient NOD-scid IL2Rg™" mice, with a more

dramatic defect for cells deficient in HIF2a.
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Material and Methods

Generation of lentiviral vectors and viral particles

Twenty-one bp-sense and antisense oligonucleotides were designed in the 3’-coding region of
the human HIF-1« and HIF-2« genes (Figure 1A). DNA fragments (Eurogentec, Angers,
France) were cloned in the pic20-plasmid behind the polymerase 111 H1 promoter, while H1-
shRNA sequences were subcloned in the lentivirus (pTripAU3Efla-EGFPMCSAU3) that
contains the enhanced green fluorescent protein (eGFP) gene under the control of the EFla
promoter (Figure 1A). An shRNA directed against the dsRed fluorescent protein (RFP) was
used as control (shCtl). Lentiviral supernatants were produced by transient CaCl, transfection
of HEK293T cells. Briefly, cells (0.8 x 10°) were plated on poly-L-lysine coated 10-cm
plates, and transfected 4 days later with the packaging construct pPCMVPAX2 (10 ug), the
vesicular stomatitis virus glycoprotein envelope expressing plasmid pMD.G (4 ug), and the
vector construct (10 ug) by CaCl, precipitation in serum-free DMEM medium. After
10 hours, DMEM was replaced by OPTIMEM (Gibco, Cergy Pontoise, France) supplemented
with HEPES (Fluka, Lyon, France) at 2 mM and penicillin/streptomycin (P/S; Lonza, Basel,
Switzerland) at 10 U/mL. Viral supernatants were collected 48 hours later, filtered through
0.22-um filters, concentrated by centrifugation (40,000 x g, 4 h, 4°C), and immediately after
resuspension stored at -80°C. The viral titers, as measured on HEK293T cells by flow

cytometry (eGFP expression), were 0.5 x 10° to 2 x 10” infectious particules/mL.
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Cell purification, culture, and transduction

Cord Blood (CB) samples were obtained from normal full-term deliveries with signed,
informed consent. The cells were processed within 24 to 48 hours following collection, as
previously described®®. Mononuclear cells (MNCs), from individual or pooled samples, were
isolated by centrifugation using Ficoll (Eurobio, Les Ulis, France) density gradient. CD34-
positive cell enrichment was further achieved by EasySep™ positive selection on MNCs
(Stem Cell Technologies, Vancouver, Canada) and reach, as determined by flow cytometry,

92 to 99% purity.

Cell lines and CD34" cells were cultured in DMEM medium with 10% fetal bovin
serum and penicillin/streptomycin (P/S; 10 U/mL) and in STEM ALPHA.A serum free
medium (STEM ALPHA, St. Genis L'Argentiere, France) supplemented with stem cell factor
(SCF: 100 ng/mL), FIt3-L (100 ng/mL),  thrombopoietin  (TPO: 50 ng/ml),
penicillin/streptomycin (P/S; 10 Unit/ml), respectively. For transduction, cells were incubated
with viral supernatants for 24 hours in STEM ALPHA.A at 37°C in a fully humidified 5%
CO, atmosphere. After 4-5 days of culture in STEM ALPHA.A with cytokines, the

percentage of eGFP-expressing cells was determined by flow cytometry.

Erythroid differentiation

The transduced CD34-positive cells (10°/mL) were cultured in STEM ALPHA.A medium
containing P/S (10 U/mL), SCF at 100 ng/ml, FIT3-L at 100 ng/ml and TPO at 50 ng/ml for 4
days. Then, cells (0.5 to 1 x 10°/mL) were placed in Stem Alpha.AE base 1 supplemented
with P/S (10 U/mL), SCF at 25 ng/mL, EPO at 3 U/mL, and IGF-1 50 ng/mL to induce

erythroid differentiation. At day 12 after transduction, erythroid cell populations were defined
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using the combination of CD36 and GPA expression by flow cytometry and the percentage of

GFP-positive cells was determined within the erythroid cells.

Progenitor cells assay

150 human CD34-enriched cells were seeded in methylcellulose (Stemal, STEM ALPHA)
supplemented with 10% of human plasma, SCF (60 ng/mL), interleukin-3 (30 ng/mL),
erythropoietin (3.6 U/mL) and granulocyte-macrophage colony-stimulating factor
(30 ng/mL). Burst forming unit-erythroid (BFU-E) and colony forming unit-granulocyte

macrophage (CFU-G, CFU-M, CFU-GM) derived colonies were counted on day 14.

NOD-scid IL2Rg™" mice repopulation assay

Cells were transplanted into 7- to 10-week old NOD-scid IL2Rg™" mice (also named
NOD.Cg-Prkdc™™® 112rg™"/SzJ, The Jackson Laboratory, Bar Harbor, Maine, USA) using
intravenous injection for primary and secondary mice, as previously described*® with small
modifications. Prior to transplantation, mice received a preparative conditioning regimen
consisting of a 3-day intraperitoneal injection of 22 mg/kg Busilvex® (Pierre Fabre, Boulogne,
France). In agreement with Bordeaux 2 University’s ethical committee board, bone marrow
(BM) samples were aspirated from the right femur (RF), under isoflurane anesthesia, 3, 6 and
12 weeks after transplantation. To avoid possible pain, mice received Vetegesic® (Cetravet
SA Cooperative, Dinan, France) at 100 ug/kg. After 24 weeks, blood was collected by heart
puncture under anesthesia and mice were immediately sacrificed to harvest cells from the
right femur, pooled BM (left femur + tibias + pelvis), and spleen (Sp). Human cell
engraftment was assessed by flow cytometry. Finally, pooled BM cells from primary mice

were intravenously injected into busilvex-preconditioned secondary recipients.
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Flow cytometry analysis

Flow cytometric analysis was performed using a FACScalibur™ (Becton Dickinson, San
Jose, CA, USA\) as previously described®. Isotype controls were mouse immunoglobulin-G
conjugated to phycoerythrin (PE), allophycocyanin (APC) (both from BD), PE-cyanin 5
(PC5), or PC7 (Beckman-Coulter, Fullerton, CA, USA). CD34 expression was assessed using
anti-CD34-PC5. Human grafts in mice were assessed using anti-CD45-PC7, anti-CD19-PE,
anti-CD33-APC, anti-CD36-PE, anti-glycophorin A (GPA)-APC, anti- CD3-APC, anti-

CD34-PE, and anti-CD38-APC antibodies, as previously described***! (see also Figure 3B).

Cell sorting was performed using a FACS Aria (Becton Dickinson) on transduced cells. Cells
were sorted according to the expression of eGFP and CD34 using an anti-CD34-PC5

antibody.

Western Blot

Western blot analysis was performed on 10° transduced CD34" sorted cells, or 293T
transduced cells (eGFP-positive cells 88% to 94%). Total protein extracts (50 pg) were run
onto a 10% SDS-polyacrylamide gel electrophoresis (PAGE) gel. After protein liquid
transfer, the HIF-1a and HIF-2a proteins were revealed using the HIF-1o antibody (610959,
BD transduction, Le Pont de Claix, France) and the HIF-2a antibody (ab199, Abcam, Paris,
France) on the SNAP i.d. Protein Detection System (Millipore®). Quantification of HIF
proteins within cells transduced with the different vectors was carried out by quantitative

densitometry of HIF bands on western blots (Fujifilm™ LAS-3000 Imager).
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Statistics

Statistical analyses were performed using Student’s t-test. P <0.05 was considered

significant. Results are presented as mean = SD.
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Results

ShRNA delivery-coupled lentiviral vectors allow efficient HIF-1a and -2a knockdown

Bicistronic lentiviral vectors that carry two distinct promoters, EFla and H1, driving
respectively GFP as a reporter gene, and a small hairpin RNA (shRNA) to specifically inhibit
either human HIF-1a (shHIF1a) or HIF-2a (shHIF2c), were constructed, as well as a vector
allowing the expression of a control sShRNA (shCtl) (Figure 1A). Firstly, two RNA sequences
were designed for each HIF-« gene, and tested in the HEK293T cell line. The transfer
efficiency quantified by GFP expression ranged between 82 and 97% of transduction for all
vectors (Figure 1B). Regarding the protein expression measured by western blot only 48
hours after transduction by the shHIF vectors, knockdown resulted in up to 60% extinction of
HIF-1a, (Figure 1C), and up to 50% extinction for the shHIF2o sequences (Figure 1D)

compared to non-transduced cells.

In human hematopoietic cells, HIF-1o. has been previously found expressed at the
transcriptional level in lineage-depleted umbilical cord blood (CB) cells? and at the protein
level in CD34-positive (CD34") cells purified from peripheral blood®. Here, we confirmed
the expression of HIF-1a. in freshly isolated CD34-positive (CD34") CB cells and, moreover,
we evidenced expression of HIF-2a in these cells (Figure 1E). To check whether the bands
correspond well to HIF-o subunits, CD34" cells were incubated with cobalt chloride that
prevents prolyl-hydroxylase activity, and thus specifically promotes HIF-o. stabilization.
Increased intensity of the characteristic HIF-1o (6.5 fold) and HIF-2a (2.5 fold) bands, both

at 120 kDa, validated the presence of both factors in CD34" CB cells.
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Gene transfer efficiency in the CD34-derived cells was measured by flow cytometry, 4
days after transduction (Figure 1E). Because of the lower transduction efficacy and protein
content in CD34 cells compared to HEK293T cells, transduced cells were sorted 4 days after
transduction and cultured for four additional days prior to assessing HIF-a protein expression.
GFP-positive (GFP™) cells sorted and incubated with cobalt chloride, presented a 70% and
65% inhibition for HIF-1a (Figure 1G) and HIF-2a, respectively (Figure 1H) compared to

non-transduced cells.

HIF-2a is required for erythroid differentiation

Impaired formation of myelo-erythroid progenitors from embryonic or yolk sac cells, derived
from Hif-la—, Hif-2a— and Hif-1p-knockout mice, has been reported®**“2. We therefore
examined the effect of knockdown of HIF-1a and HIF-2a in human hematopoietic progenitor
cells. The number of myeloid colonies generated in methylcellulose from GFP-sorted cells,
after a 4-day culture, was equivalent in all conditions (Figure 2A). By contrast, the number of
erythroid colonies was highly diminished upon HIF-2a. knockdown (17 £ 10% of myeloid

cells) as compared to HIF-1a (85 + 36%) and NT (63 + 28%) and shCtl (98 + 74%) groups.

In order to obtain a more detailed picture of erythroid differentiation, we performed an
erythroid liquid culture assay on transduced CD34-derived cells. The CD36 cell surface
maker characterizes progenitors, whereas more mature erythroid cells are marked by
glycophorin A. In all groups, after a 12-day culture, most of the cells acquired the CD36-
expression: 97 + 0.6%, 92 + 9.6%, 97 + 0.9%, and 88 + 12.3% for NT, shCtl, shHIFla and
shHIF2a, respectively (Figure 2B). Evidence of differentiation defect of progenitors was
observed for both knockdowns. Whereas the HIF-1o. downregulation slightly affects both

progenitors and more mature cells, HIF-2a knockdown induces a dramatic delay of
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glycophorin A and CD36 expression, thus in agreement with the decline of erythroid cells

observed in the CFU-assays.

HSC engraftment deficiency induced by HIF-a knockdowns is independent of homing

In order to determine whether HIF-a inactivation might impact in vivo human HSC fate, we
performed xenograft assay in busulfan-preconditioned immune-deficient NOD-scid IL2Rg™"
mice. Firstly, transduced cells were injected immediately after an overnight incubation with
lentiviral vectors, and the human graft was examined in the bone marrow of the recipients 6
weeks after injection (Figure 3A). The human engraftment was determined by the expression
of the human CD45 cell surface marker and the percentage of transduced human cells was
measured, using the GFP expression, by flow cytometry (Figure 3B). A loss of transduced
cells was observed for both HIF-1o. and HIF-2a. knockdowns, although the effect is less
pronounced for the HIF-1o vectors (up to 59% loss compared to the value at day 4) than for
the HIF-20. ones (up to 91%, see Figure 3C). Interestingly, higher loss incidence corresponds

to vectors with higher extinction efficacy. For further experiments, the vectors providing the

maximum effect were selected (namely, shHIF1a.1 and shHIF2a.1).

Hypoxia and HIFs have been described as important factors driving the expression of
the chemokine SDF-1*® and its receptor CXCRA4 in tumors**. Since the essential role of SDF-1
and CXCR4 have been described in human stem cell homing and repopulation®, we
hypothesized that HIF-o. knockdowns might affect homing of transduced cells. To verify this
hypothesis, we transduced cells and let ShRNA expression to occur within a 4-day liquid
culture prior to cell injection (Figure 3D). Mice were sacrificed 24 hours after injection and
human cell homing was determined by the percentage of GFP-expressing cells among human

cells (Figure 3E). As shown in figure 3F, no homing defect was noticed, since the percentage
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of GFP-expressing cells in human grafts was not significantly different between the different

groups.

HIF-a inactivation impairs long-term reconstitution ability of human hematopoietic

cells

In mouse HSCs, HIF-1o. expression®’, but not HIF-2c. expression® is an absolute requirement
to sustain long-term hematopoietic repopulation capacity. To investigate the role of HIF-o in
the long-term maintenance of human HSCs, we followed the percentage of GFP-expressing
cells in the human graft from bone marrow aspirates (at 3, 6, and 12 weeks and at sacrifice)
for a period of 24 weeks after transplantation, and in secondary transplanted mice, as
described in figure 4A. A progressive decrease in the percentage of GFP-expressing cells in
the first 12 weeks was observed in most of the mice transplanted with the shHIFlo-
transduced cells, as compared to the shCtl-transduced ones (Figure 4B, C and 5A). In
contrast, a more dramatic drop in the first 6 weeks was observed upon the transplantation of
shHIF2a-transduced cells (Figure 4B, C and 5A). Compared to prior transplantation, the
proportion of transduced cells in primary pooled-BM by week 24 was 66% for the shHIF1o
group, only 10% for the shHIF2o group, and 120% for the shCtl group (Figure 5B). Because
the more immature cells provide the long-term engraftment these data suggest that long-term
scid repopulating cells (LT-SRC) might be affected more severely than the short-term SRC
(ST-SRC). To challenge persisting knockdown effect on more primitive cells, secondary mice
were injected with the pooled bone marrow of the primary mice sacrificed at 24 weeks. The
percentage of transduced cells remains stable over time (3, 6, 12 weeks) in bone marrow

aspirates (data not shown) and in the hematopoietic tissues at sacrifice (24 weeks) for all
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vectors (Figure 5B), which confirms that self-renewal or survival of transduced-LT-SRC in

the bone marrow environment might be extensively governed by HIF-1 and HIF-2.

Human graft composition may vary in terms of cell differentiation in a time- and
tissue-dependent manner (Figure S1), and cell lineages might be affected in a different way by
inactivation of one of the factors. We therefore analyzed the GFP expression in human cells
harvested from bone marrow (not aspirated bones), spleen and peripheral blood in primary
and secondary mice at sacrifice, as well as the percentage of GFP-positive cells in human
CD33-myeloid cells and CD19-lymphoid cells over time. GFP-positive cell levels were
identical between the different tissues for each vector group (Figure 5B). The GFP expression
kinetic was also similar for myeloid and lymphoid cells over time and in the different tissues
(Figure 5D and F). Taken together, these data suggest that the decline phenomenon of HIF-o
inactivated cells is not related to hematopoietic differentiation, since all lineages were affected
with the same Kinetic, but that it mostly appears in a common myelo-lymphoid progenitor or

stem cell settled in the bone marrow of primary animals.

HIF-1a and HIF-2a affect differently erythroid and T-lymphoid lineages

Analysis of the human cell composition in the bone marrow at 2.5 weeks reveals the presence
of CD45-positive myeloid and CD45-negative erythroid populations, already seen to originate
from the rapid-SRC (R-SRC), and characterized by the LinCD34"CD38"°CD36" phenotype*’.
A comparison of the GFP expression in CD45" and CD45CD36" populations reveals that
shHIF2a, but not shHIF1a, affects both myeloid and erythroid cells (Figure 6A). However, it
should be noted that there is a more severe decrease in the erythroid lineage compared to the
myeloid differentiation. In fact, the proportion of erythroid lineage was 86 = 11% of myeloid

cells for shCtl and 84 £+ 26% for the shHIF1o groups, whereas it is only 51 + 31% for the
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shHIF2a. group. These data confirm the intrinsic function of HIF-2a in the erythroid

differentiation observed in vitro (Figure 2).

We further sought to determine whether HIF-o inactivation interfere with the T-
lymphocyte development. Since human CD3" T-lymphocytes are usually not detectable
before 12-18 weeks in xenotransplant chimeras, we compared the percentage of transduced
cells in lymphocytes population at 24 weeks. Interestingly, a lower proportion of GFP-
expressing cells in T cells was noticed for the shHIF1o vector in all hematological organs
(Figure 6B), compared to the CD19 B-lymphocyte or CD33-myeloid cells (Figure 5D and F)
measured in the same mouse bone marrow. The comparison of the ratio of the percentage of
GFP-positive cells in the CD3"-T cells and the percentage of GFP-positive in CD19"-B cells
between shCtl and shHIF1a vectors indicates a 2-fold decrease in GFP-expressing cells for

the shHIF1a vector (Student’s t-test: P < 0.01).

HIF-1a and HIF-2a knockdowns impair the most immature cells

Analysis of the GFP expression kinetic, tissue engraftment, and lineage differentiation
strongly suggests an initial role of HIF-1a and HIF-2a in the stem cell behavior i.e. self-
renewal, proliferation and/or survival. In order to confirm this assumption, we looked for the
distribution of the GFP expression in different hematopoietic compartments in BM of primary
mice at sacrifice (Figure 7A). The Lin'CD34*CD38"" population is known to contain stem
cells, ST- and LT-SRCs that home and repopulate hematopoietic tissues in a long-term
manner, whereas the CD34'CD38" population mostly comprises progenitor cells and CD34
CD38" cells, which are mature hematopoietic cells. An impairment which would be limited to
stem cells following HIF-o extinction would result in an equivalent percentage of GFP in all

compartments, whereas an effect only on mature cells or an additive effect belonging to the
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differentiation would result in a higher reduction in transduced progenitor/mature cells
compared to transduced stem cells. Our results showed that HIF-1o and HIF-2a. knockdowns
only compromise the CD34'CD38'" HSC compartment since the percentage of GFP

expressing cells is identical in all compartments (Figure 7B).
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Discussion

In this study, we have investigated the role of HIF-1a and HIF-2o. in human hematopoietic
stem/progenitor cells. By knocking down HIF-1a and HIF-2a,, we can report for the first time
that both transcription factors play important functions in human hematopoiesis. We have
established that these two transcription factors are highly required for long-term HSC
repopulation abilities, although a more profound defect was noted after HIF-2c inhibition
compared to HIF-1a one. Moreover, these factors intervene in the differentiation of specific
lineages: HIF-2a is involved in erythroid differentiation, whereas HIF-1o. seems to be

necessary for normal T-lymphoid development.

In in vitro assays, HIF-1a and HIF-2a. are not required for the proliferation of human
progenitors engaged in the myeloid lineage — both HIF-1a- and HIF-2a-deficient myeloid
cells were able to form colonies in semi-solid medium (Figure 2A). These data are in
agreement with the observation of the HIF-a deficient mouse models. Indeed, in a conditional
HIF-1a KO mouse model, HIF-1a-deficient cells are still competent to generate CFU-C in
vitro and CFU-S (12 days) after transplantation®’. Likewise, HIF-20. deficient mouse bone
marrow cells have normal CFU-S (8 days) production®. It is worth noting that standard in
vitro assays are typically performed under atmospheric oxygen concentration (21%). This
hyper-oxygenized milieu favors a HIF-a. downregulation, monitored by PHD activities, unless
a specific mechanism such as growth factor stimulation, including SCF or TPO cell signaling,
induces their stabilization***’. Thus it is not surprising that non-physiological CFC assay

conditions did not reveal impaired progenitor development following HIF-o knockdowns.

However, when transplanted into the physiological mouse environment, cells faced

low concentrations of oxygen. In this environment, short-term (2 to 3 weeks) CD45-positive
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cell (mainly myeloid cells) repopulation was not affected by HIF-1a, again, in agreement
with data showing that ST-HSCs are not affected by HIF-1a. deletion in mouse®”. In contrast,
a significant decrease in the number of myeloid cells was noted for HIF-2a. knockdown
(Figures 5C and 6A), an observation that could not be linked to homing defect (Figure 3F).
Several lines of evidence suggest that progenitor cells might reside in a relatively better-
oxygenized environmental niches, although still hypoxic, than stem cells*>’. HIF-1a is
stabilized at a lesser concentration (1%) of oxygen in a quick and transient manner compared
to HIF-2a, which is stabilized at 5% O, with a slower kinetic?®. Therefore, it could be
hypothesized that in vitro, the concentration of oxygen is sufficient to degrade both factors,
whereas in vivo, HIF-1a is not stabilized when HIF-2a is still expressed and crucial for
normal myeloid development and proliferation. Besides the control of HIF-a by oxygen
tension, the difference in the target gene spectrum between the two factors could also be
strongly suspected. On the other hand, we can presume that the decrease in progenitors
derives from an upstream decline of stem cells such as ST-SRCs, rather than from a drop in

committed cells.

HIF-1oo poorly influenced erythroid differentiation in vitro (Figure 2), whereas a
strong effect was noticed when HIF-2 was extinguished both in vitro (Figure 2) and in vivo
(Figure 6A), suggesting a cause independent of the oxygen status and unrelated to the
erythropoietin production by kidney and liver. Interestingly, cells from Chuvash patients® or
from mice carrying a VHL mutation that recapitulates Chuvash polycythemia® are highly
sensitive to EPO and exhibit a higher erythroid capacity involving HIF-2a signaling. While
HIF-1o knockdown seems to slightly impair progenitors (CD36"GPA") and more mature cells
(CD36"GPA") in the same range, suggesting a very limited or upstream defect unrelated to

erythroid differentiation, a progressive decrease to the terminal phase of the erythroid
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differentiation was observed for HIF-2a (Figure 2C). These data suggest that CD36 and
glycophorin A expressions could be driven by HIF-2a.: while putative HREs exist in CD36
and in glycophorin A promoters, none of them have been functionally tested. More likely,
there is a delayed differentiation through the control of other erythroid factors, such as those

involved in cell metabolism, iron uptake, heme biosynthesis, or transcriptional activity.

Engraftment in the hematological tissues of NOD/SCID mice is a hallmark of
hematopoietic stem cells. Based on the graft kinetic, on the length of the repopulation and on
the clonal distribution, the existence of short- and long-term scid-repopulating cells (SRCs)
has been postulated*®“°. In our mice, we observed that HIF-1a and HIF-2c knockdowns
induce a progressive loss of transduced cells, which clearly indicates that the ST-SRCs are
less concerned by the deficiency than the LT-SRCs. In addition, absence of difference in the
percentage of GFP-expressing cells in the different hematopoietic compartments (mature
CD34CD38" vs CD34"CD38" stem cells), corroborates our assumption (Figure 7). However,
although the kinetic of disappearance for HIF-1a deficient cells parallels the HIF-2o one to a
significant extent, a stronger effect was observed for HIF-2c, a phenomenon that cannot be
justified by the composition of the graft, since all lineages behave similarly. This observation
pleads once more in favor of the implication of the default in common progenitors or stem
cells instead of a committed cell. One explanation that might account for the difference
between HIF-1o and HIF-2a comes from the work of Covello and colleagues. By placing
HIF-2a into the HIF-1o locus, they have shown that HIF-2a rescues the loss of HIF-1a by
activating HIF-1o: target genes. Hence, HIF-2a may potentially substitute HIF-1c in HSCs,
though conversely, the expression of HIF-1a would not appear to be sufficient to replace
HIF-2o.. However, at this stage of the study, it is difficult to identify the mechanisms by
which the HIF subunits contribute to the stem cell maintenance, and the manner in which their

activities differ.
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Since 1978, the concept of “stem-cell niche” has emerged®, drawing attention to a
place where heterogeneous cell populations interact, secreting cytokines which can activate
signal transduction, building physical links between cells and the extracellular matrix, and
evolving in an environment which is poorly served in nutrients and gases such as oxygen.
Within the bone marrow, many HSCs reside at, or near, the endosteum, but others also reside
adjacent to sinusoidal blood vessels®®. Oxygen tension rapidly decreases in tissues — it is
indeed admitted that cell oxygenation is highly proportional to the distance from the closest
vessel or capillary. The mean diameter of a cell is 20 um, ranging from 10 to 100 um, and a
distance of 140 um from a vessel is enough to place a cell in high hypoxia. Thus it is possible
to create a hypoxic niche with very few cell layers, even in a well-vascularized area. Low

3,53,54

oxygen tension has been shown to prevent differentiation of healthy stem cells , as well as

cancer stem cells (neuroblatoma and breast cancer)>>>

, particularly through HIF signaling. It
is therefore tempting to speculate that HIF-o. participates in stem cell maintenance. While
HIF-1a is rapidly stimulated under a hypoxic stress, its expression is relatively transient, even
if the hypoxia persists. In contrast, HIF-2a is slowly induced, but its expression is stable,
suggesting different functions. The difference in the sensitivity to oxygen is related to the
PHD activity. Interestingly, in hematopoietic cells, HIF-o. and PHDs are very variable
between stem and mature cells®’, suggesting a complex regulation of HIF-o. during
hematopoiesis. Furthermore, within the bone marrow environment, the relationship between
stromal, osteoblastic or endothelial cells and HSCs has to be considered either in terms of
cell-cell contact and secretion of growth factor, and not just in terms of oxygen consumption.
Therefore, understanding the precise regulation of HIF-1lo and HIF-20 in bone marrow
(especially in the hypoxic niche area) and mechanistic studies elucidating the impact of HIF-a

on the long-term repopulation ability of HSC and on maturation steps driving HSC

commitment deserve more investigation.
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Figure legends

Figure 1. Efficient HIF-1la and HIF-2a knockdowns using lentiviral-mediated RNA
interference. (A) Lentiviral constructs for shCTL directed against dsRed mRNA, for two
shHIF1a and two shHIF2a under the control of the H1 promoter. Vectors also contain the
eGFP gene driven by the human EFla promoter. Upper cases indicate the loop and lower
cases the shRNA sequence (left) and the inverted one (right). (B) Transduction efficiency
determined in HEK293T cells by flow cytometry and eGFP expression for the different
constructs: 0% for NT, 82% for shRFP, 82% for shHIF1la.1, 87% for shHIFla.2, 87% for
shHIF2a.1, 97% for shHIF2a.2 (C and D). Knockdown efficacy for HIF-1o and HIF-2¢,
respectively, was determined by western blot in the cells described in B. A 6-hour incubation
with CoCl, was used to stabilize HIF and therefore to get a better image of the knockdown
efficacy. (E) HIF-a expression showed by western blot in freshly purified CD34-positive
cells. CoCl, was used to confirm the size of the HIF band. (F) Gene transfer efficiency in
CD34-derived cells 4 days after transduction (upper panel). Because of the lower transduction
compared to HEK293T cells, CD34 were sorted (lower panel) to determine the protein level

for the different vectors by western blotting (G and H).

Figure 2. HIF-2a inhibition affects erythroid differentiation. Differentiation ability of
CD34" transduced cells was challenged in methylcellulose and in liquid culture assays. (A)
CFU (G, M, GM: indicated as myeloid) and BFU-E (erythroid) colonies formed from
unsorted non-transduced cells (NT) and eGFP-positive sorted cells, as depicted in Figure 1F,
were enumerated 2 weeks after seeding. # P < 0.01 compared to the value of myeloid for

shHIF2 vector (Student’s t-test) (B) GFP expression was determined in erythroid
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differentiation assay after 12 days of culture by flow cytometry. CD36 is an early marker,
whereas glycophorin A is a later marker. The percentage of CD36 was determined using the
indicated gate, itself gated on viable cells by SSC and FSC (not shown). (C) Determination of
the percentage of eGFP-positive cells 4 days after transduction or in early
(CD36"Glycophorin A") and late (CD36"Glycophorin A™) erythroid differentiated cells are
presented as the mean + SD of 3 independent experiments. * P <0.01 and ** P <0.05

compared to at d4 value for the same vector (Student’s t-test).

Figure 3. Both HIF-1a and HIF-2a are required for hematopoietic repopulation but not
for homing in NOD-scid IL2Rg™" mice. (A) Schematic representation of the in vivo
experiments. After a brief overnight incubation with lentiviral vectors, CD34-positive cells
were directly and intravenously injected into mice. (B) Six weeks after the transplantation,
animals were sacrificed and the bone marrow (pooled femurs and tibias) analyzed for the
presence of GFP-positive cells in CD45-positive human cells by flow cytometry. Human
CD45-positive myelo-lymphoid (R2) cells and CD45-negative erythroid (R3) were quantified
by gating on viable cells. The percentage of GFP-positive cells among CD45-positive cells
was determined by the region R4 gated on R2. (C) Data are presented as the percentage of
GFP-positive cells compared to the percentage before transplantation (considered as 100%),
for 4 mice in each group. (D) Schematic representation of the homing assay. Transduced cells
were cultured 4 days prior intravenous injection. 24 hours after transplantation, animals were
sacrificed and the bone marrow from both femurs was analyzed independently. (E) CD45-
positive human graft was determined by flow cytometry in region R2 after gating on viable
cells. GFP expression (R4) was quantified among these cells. (F) Data are presented as the
percentage of GFP-positive compared to the percentage before transplantation (considered as

100%), for 6 mice (2 femurs per mouse) in each group from 2 independent experiments. NI:
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non-injected control mouse; NT: non-transduced human cells. * P <0.05 and ** P <0.01

compared to the shCtl.

Figure 4. HIF-2a knockdown has a higher incidence on long-term hematopoietic
repopulation compared to HIF-1la knockdown. (A) Schematic representation of the
experiment. Overnight-transduced cells were injected intravenously into mice. Human graft
and GFP expression were followed over time in bone marrow aspirates from the right femur
at 3, 6 and 12 weeks and after sacrifice (week 24) in the right femur, pooled bone marrow
(left femur, tibias and pelvis), spleen and peripheral blood. Bone marrow was then injected
into secondary mice to challenge the most primitive cells. Secondary graft was followed for
24 additional weeks similarly to the primary one. (B) As depicted in figure 3B, the percentage
of GFP expression was determined in the human CD45-positive graft by flow cytometry for
the non-transduced (NT) as well as shCtl-, shHIF1a- and shHIF2a-transduced cells. (C) The
percentage of GFP-positive cells among CD45-positive human cells is shown in individual
primary mice over time. 61 mice (16 NT, 14 shCtl, 19 shHIF1 and 12 shHIF2) from 6
independent experiments are shown. The horizontal grey bars indicate the lowest and the

highest transduction values determined by the GFP expression after 4 days of in vitro culture.

Figure 5. HIF-1la and HIF-2a knockdowns impair myeloid and B-lymphoid lineages
reconstitution in the same way. (A) GFP expression was determined after 4 days of culture
(d4) and its kinetic was followed by flow cytometry in total CD45-positive human cells (R2 in
Figure 3B and Figure 4) in the right femur of primary mice described in Figure 4C, at the
indicated time; (B) in the pooled bone marrow (BM), in the spleen (Sp) and in the peripheral

blood (PB) from primary (1"V: black bars) and secondary (11" open bars) mice, 24 weeks after
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transplantation in both groups of mice. (C and D) GFP expression was determined in the
CD45'CD33"-myeloid cells (gated on R2 in Figure 3B) and (E and F) in the CD45"CD19"-B-
lymphoid cells. * P<0.05 and ** P <0.01 (Student’s t-test) compared to shCtl in the
corresponding organ. # P < 0.05 and ## P < 0.01 (Student’s t-test) compared to shHIF1 in the

corresponding organ.

Figure 6. HIF-1a is required for T-lymphoid lineage development whereas HIF-2a. is
involved in erythroid differentiation in vivo. (A) GFP expression was analyzed in the
CD45-positive (mostly myeloid; gate R2 in Figure 3B) and in CD45-negative erythroid (gate
R3 in Figure 3B) populations at week 2.5 and compared to the determination at day 4 of in
vitro culture. Data are presented as the mean of 33 mice from 3 independent experiments;
* P <0.01 compared to D4 cultured cells; ** P < 0.01 compared to myelo cells (Student’s t-
test). (B) GFP expression was analyzed in the CD3-T-lymphocytes in the different
hematopoietic tissues in primary and in secondary transplants after sacrifice of the mice
analyzed in figure 5A and B. # P <0.01 (Student’s t-test) compared to shCtl in the

corresponding organ.

Figure 7. Hematopoietic repopulation deficiency appears in the most primitive cells. (A)
At the time of the primary sacrifice (week 24), cells from pooled bone marrow were identified
by flow cytometry on the base of the expression of the CD34 and the CD38 marker after
gating on viable CD45-positive population. CD34*CD38"", CD34*CD38" and CD34 CD38"
populations characterize primitive (including stem cells), progenitor and mature cells,
respectively. (B) The histogram summarizes the percentage of GFP obtained for each

subpopulation. Data are the mean £ SD of 57 mice from 6 independent experiments.
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Figure Supplemental S1. Hematopoietic repopulation deficiency appears in the most
primitive cells. (A) Engraftment kinetic was followed by flow cytometry and presented as the
mean of CD45-positive human cells (R2 in Figure 3B) from the right femur of primary mice
at the indicated time; (B) in the pooled bone marrow (BM), in the spleen (Sp) and in the
peripheral blood (PB) from primary (1”: black bars) and secondary (11" open bars) mice, 24
weeks after transplantation in both groups of mice. The percentage of CD33"-myeloid cells
(gated on R2 in Figure 3B) and CD19"-B-lymphoid cells among human CD45-positive cells
was followed in aspirates at the indicated time points (C and E) and in the hematopoietic

organs (D and F).
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Figure 4
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Figure 5
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Figure 7
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Figure Supplemental S1
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3*™ CHAPITRE : Discussion et Perspectives

I. DISCUSSION

Nos travaux montrent, pour la premiére fois, I’importance des facteurs de transcription
HIF dans le maintien a long terme des CSH humaines. Il est probable que 1’inhibition de HIF-
la provoque un déséquilibre dans le métabolisme glycolytique des CSH? et pousse une partie
des cellules en sénescence par la voie p16/p19 décrite par Takubo dans les CSH murines®®.
De facon intéressante, bien que la cinétique de perte des cellules déficientes pour HIF-1a soit
comparable a celle de HIF-2a, un effet plus prononcé est observé dans les cellules inactivées
pour HIF-2a. En effet, une partie de la population des cellules inactivées pour HIF-1a se
maintient et se différencie normalement. Il est possible que HIF-2a palie a I’absence de HIF-
la dans cette population de cellules, leur permettant ainsi de perdurer. En effet, le knockin
dans des cellules ES de HIF-20, au niveau du locus de HIF-1a, a prouvé qu’il est capable

d’activer les génes cibles de HIF-10°%

. A T’inverse, nos résultats semblent montrer que la
seule présence de HIF-1a, dans les cellules inactivées pour HIF-2a, ne suffise pas a maintenir
ces cellules, qui vont progressivement disparaitre en douze semaines. Il n’est pas sureprenant
que la perte de HIF-20 entraine un déséquilibre cellulaire. En effet, HIF-20 régule
I’expression d’enzymes essentielles a la régulation des ROS telles que la catalase, la Gpx1 et
les SOD?3. Or, I’accumulation de ROS dans la cellule va provoquer des dommages de
I’ADN, qui peuvent aboutir a la mort cellulaire.

Les facteurs de transcription HIF régulent potentiellement de nombreuses voies de
signalisation nécessaires au maintien des CSH. HIF-1a, par exemple, régule la quiescence des
CSH en agissant sur le métabolisme glycolytique et en limitant la respiration mitochondriale
qui est une source de ROS, mais ce ne sont pas les seules voies régulées par HIF-1a : tout
comme HIF-2a, il participe a la signalisation de Notch ou encore a ’adhésion des cellules en
régulant ’expression d’intégrines. HIF-2a régule également 1’expression de la pompe a efflux
ABCG?2 et des facteurs nécessaires a 1’autorenouvellement des CSH tels que la cycline D1 et
c-Myc.

II est tres probable que les effets observés en I’absence d’un de ces deux facteurs ne
soient pas le résultat du déréglement d’une seule voie mais plutot de la perte de régulation

d’une combinaison de voies indispensables au maintien des CSH.
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Il. RESULTATS PRELIMINAIRES AUX PERSPECTIVES

En inhibant I’expression des facteurs HIF-1a et HIF-2a, nous avons montré que ces
deux facteurs sont nécessaires au maintien des capacités de repopulation a long terme des
tissus hématologiques. En outre, nous avons pu constater que 1’inhibition de HIF-2a provoque
une perte plus importante des CSH que celle de HIF-la et affecte profondement la
différenciation de la lignée érythroide in vitro mais aussi in vivo.

Afin de comprendre quels mécanismes pouvaient étre mis en jeu, nous avons étudié le
comportement des CSH in vitro et de fagon surprenante, les résultats montrent que 1’inhibition
de HIF-20, méme en normoxie, affecte le comportement des CSH. Nous avons donc trié les
cellules et évalué leurs capacités prolifératives en présence ou en ’absence des facteurs HIF.
Ces résultats ayant montré une absence de prolifération des cellules CD34" en 1’absence de
HIF-2a, et pas de modification dans le cas de HIF-1a, nous nous sommes interrogés sur les
mécanismes mis en place : arrét du cycle cellulaire et/ou apoptose. Cette étude nous a
conduits a I’analyse du statut de la protéine p53, responsable entre autres, de 1’arrét du cycle

cellulaire et de ’activation de la mort cellulaire programmée.

A. CYCLE CELLULAIRE ET MORT CELLULAIRE

L’inhibition de HIF-20. dans les cellules CD34" stoppe leur prolifération, alors que
I’inactivation de HIF-la ne semble pas modifier les capacités prolifératives des cellules
CD34", en normoxie. Nous avons donc cherché a savoir si les différentes phases du cycle

cellulaire étaient modifiées et si la mort cellulaire était augmentée.

Le marquage immunofluorescent par incorporation de BrdU (bromodéoxyuridine) permet de
déterminer la fréquence de division des cellules. Le BrdU est incorporé pendant la synthese S,
il est ainsi possible de suivre la progression dans la phase S et dans les autres phases du cycle
cellulaire en utilisant un contre marquage. Le BrdU incorporé est marqué par un anti-BrdU
fluorescent qui est analysable en cytométrie. Ici, nous avons couplé le marquage BrdU a un
marquage 7-AAD (7-amino-actinomycin D) qui marque I’ADN total. La combinaison des
deux marqueurs permet, en cytométrie en flux, la caractérisation et la quantification des
cellules qui synthétisent de I’ADN (incorporation du BrdU) et de déterminer la position des

cellules dans le cycle cellulaire (GO/G1, S ou G2/M en fonction de I’intensité du marquage au
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7-AAD). La population cellulaire la plus négative pour le 7-AAD (population en noire)
correspond aux cellules en apoptose.

Les cellules ont été transduites a JO et placées en milieu d’expansion STEM ALPHA®
pendant 8 jours, puis incubées 5 heures avec du BrdU et marquées avec un anti-BrdU et le 7-
AAD (figure 41).

shCtl shHIF1 shCtl shHIF1 shHIF2

Phase S

Cellules
apoptotiques

shCtl shHIF1 shHIF2 shCtl shHIF1 shHIF2
| Phase GO/G1 Phase G2 |

Figure 41 : Effets de ’inactivation des facteurs HIF sur le cycle cellulaire et I’apoptose
des CSH

Ces résultats montrent qu’il n’y a pas de modification significative des différentes
phases du cycle cellulaire (n=4). Cependant, les cellules transduites avec le shHIF2 présentent
une mort cellulaire plus importante.

D’apres les travaux de Bertout, 1’inhibition de HIF-2a dans les cellules tumorales

augmente les ROS intracellulaires®!. Les dommages de I’ADN occasionnés par cette
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augmentation, activent les mécanismes de réparation de I’ADN médiés par ATM. Cette
activation stabilise la protéine p53 qui provoque I’arrét du cycle cellulaire et 1’apoptose des
cellules. A I’inverse, la surexpression de HIF-2a entraine la dégradation de p53 de maniére

Hdm?2 dépendante**’. Il semble donc que la stabilisation de p53 et donc la régulation du cycle

cellulaire et de I’apoptose soient dépendantes de 1’état d’activation de HIF-2a.

B. LE FACTEUR DE TRANSCRIPTION P53

En couplant la cytométrie en flux a un marquage fluorescent intracellulaire de la

protéine p53, nous avons pu observer, in vitro apres 8 jours de culture, le statut de p53 dans
les cellules CD34" transduites avec les différents ShRNA (figure 42).
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Figure 42 : Stabilisation de p53 dans les cellules CD34+ en I’absence de HIF-2a
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Les résultats obtenus avec le shHIF1 ne montrent pas d’augmentation significative de
la protéine p53. Alors que I’inhibition de HIF-2a accroit la stabilisation de la protéine p53.
Nos résultats sont en accord avec les résultats déja observés dans les cellules de RCC, de
carcinomes pulmonaires et de neuroblastomes®’**®, ou I’inhibition de HIF-2a a pour effet de

stabiliser p53 et ainsi d’augmenter 1’arrét du cycle cellulaire et 1’apoptose.
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I1l. PERSPECTIVES

La stabilisation de p53, dans les cellules CD34" humaines déficientes en HIF-2a, doit
étre verifiée in vivo. Cette approche pourrait étre réalisée au laboratoire, en greffant des souris
NOG, et par prélevement intrafémoral aprés 6 a 12 semaines de greffes. Le marquage
immunofluorescent de la protéine p53 et I’analyse par cytométrie permettrait de confirmer ou
d’infirmer ces résultats. Si I’analyse confirmait ces résultats, il serait nécessaire de regarder le
niveau de ROS cytoplasmique et mitochondriaux qui pourraient étre a 1’origine de cette
stabilisation. Par ailleurs, la protéine p53 est ¢galement stabilisée sous 1’action de p19%. Or,
Cited2 qui est un gene cible de HIF-2a régule négativement cette protéine. En effet, la
délétion de Cited2 dans les CSH augmente 1’expression de pl6, de pl9 et de p53, cette
activation entraine la perte des CSH®. De plus, Cited2 permet I’expression de Bmi-1 qui

réprime directement p16 et p192°*®_ (figure 43).
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Figure 43 : Schéma hypothétique de la régulation des CSH par HIF-2a
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De plus, afin de caractériser les génes cibles de HIF-1a et HIF-2a et les voies de
signalisation affectées dans le maintien des CSH, nous avons réalisé un tri des cellules CD34"
humaines exprimant la GFP, 6 semaines apres la xénogreffe. Les échantillons regroupent des
lots de quatre animaux par condition (NT, shRFP, shHIF1.1, shHIF1.2, shHIF2.1 et
shHIF2.2), qui sont actuellement stockés a -80°C. Une approche d’analyse du transcriptome
est envisagee, toutefois nous avons déja identifié des génes potentiellement impliqués dans
ces mecanismes et généré des amorces pour RT-qgPCR (ABCG2, ITGA9, CCND1, Hesl,
Heyl...).

Enfin, nous avons construit au laboratoire des vecteurs surexprimants les formes

sauvages et mutées de HIF-1a et HIF-2a : cartes des plasmides en annexe

o PRRLSIN-PGK-EGFP-MND-HA-HIFlalpha-WPRE
o PRRLSIN-PGK-EGFP-MND-HA-HIFlalpha-P402A/P564A-WPRE
o PRRLSIN-PGK-EGFP-MND-HA-HIF2alpha-WPRE
o PRRLSIN-PGK-EGFP-MND-HA-HIF2alpha-P405A/P531A-WPRE

Ces vecteurs vont nous permettre de déterminer 1’impact de la surexpression des
facteurs HIF sur les cellules souches et progéniteurs hématopoiétiques humains in vitro et in
vivo. L’utilisation de la forme sauvage versus la forme mutée va nous permettre d’observer un

effet dose de I’expression des facteurs HIF.
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