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L’érythropoiese est le processus qui permet a la production d’hématies a partir d’une
cellule souche hématopoiétique. La différenciation érythroide implique des changements
morphologiques, en partie liés a la perte d’expression membranaire du récepteur a activité tyrosine
kinase de classe lll, c-Kit. En réponse a son ligand, le SCF, c-Kit est activé puis internalisé et dégradé par
la voie du protéasome, via l'ubiquitine E3-ligase c-Cbl, ou par la voie lysosomale suite a une
endocytose.

Dans la premiere partie de ce travail, nous avons pu mettre en évidence qu’en absence de
SCF et en réponse a un inhibiteur de tyrosine kinase, I'imatinib, les érythroblastes cultivés ex vivo
perdent I'expression membranaire de c-Kit et accélérent leur entrée en différenciation terminale. Au
vu de ces observations, nous avons cherché a comprendre les mécanismes impliqués. Sur un modele
de cellules érytholeucémiques dépendantes de [|’érythropoiétine, mais exprimant de maniere
endogene c-Kit, nous avons montré que I'imatinib induit une internalisation du récepteur ainsi que sa
dégradation par la voie lysosomale et de maniére indépendant de c-Cbl. De plus, nous avons montré
gue cet effet est réversible et que I'imatinib ne blogue pas la réexpression de c-Kit aprés son
internalisation en réponse au SCF. Des marquages métaboliques ont permis de montrer que I'imatinib
ne modifie ni la synthese ni la maturation de c-Kit et que le profil phospho-tyrosine des cellules traitées
a I'imatinib est globalement inchangé. Enfin, nous avons montré que la fixation de I'imatinib a la poche
catalytiqgue de c-Kit est indispensable a son internalisation, et par conséquent a sa dégradation. Il
apparait donc que lI'imatinib léve I'auto-inhibition de c-Kit, qui semble nécessaire pour son maintien a
la membrane.

Dans la seconde partie de ce travail, nous nous sommes intéressés aux changements
morphologiques subis par les nucléoles, lieu de la biogenése des ribosomes, au cours de
différenciation des érythroblastes. L'étude de la taille et du potentiel prolifératif des cellules, ainsi que
I’'analyse morphologique des nucléoles, nous a permis de confirmer que la réduction de taille des
cellules est contemporaine d’un ralentissement de leur prolifération ainsi que de la réduction du
volume et de la surface du composé granulaire (CG), « matrice » du nucléole. En microscopie
électronique, nous montrons la persistance des CG en fin de maturation. Enfin, nous avons également
étudié I’évolution des nucléoles dans un contexte pathologique de syndromes myélodysplasiques de
faible risque, qui se caractérisent par une hématopoiese inefficace. Nous observons que les cellules
pathologiques immatures ont des CG plus volumineux que les cellules normales immatures, et qu’au
cours de la différenciation, la morphologie des nucléoles est identique entre les cellules normales et
pathologiques.

En conclusion, ce travail a permis de décrire 1) le mécanisme d’internalisation d’un
récepteur a activité tyrosine kinase de classe lll, c-Kit par un inhibiteur de tyrosine kinase, I'imatinib et
2) la morphologie du nucléole au cours de la différenciation érythroide normale et pathologique des
syndromes myélodysplasiques de faible risque.

: différenciation érythroide — c-Kit — imatinib — nucléoles — SMD
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Introduction : Généralités sur I’hématopoiése

Généralités sur ’hématopoiese

A. Définition

L’'hématopoiése est un processus continu permettant le renouvellement et le
maintien de toutes les cellules sanguines (hématies, polynucléaires, plaguettes, monocytes
et lymphocytes). Celles-ci sont issues d’une seule et méme cellule multipotente appelée
cellule souche hématopoiétique (CSH).

Sous linfluence de cytokines et facteurs de transcription, la CSH s’engage vers le
compartiment myéloide ou vers le compartiment lymphoide, et devient un progéniteur
commun, myéloide ou lymphoide. Ces progéniteurs, toujours sous le controle de signaux
exogenes, vont s’engager vers différentes lignées hématopoiétiques, subir de nombreuses
divisions et changements morphologiques, pour enfin donner naissance a des cellules

matures, pouvant alors passer dans la circulation sanguine ( ).

B. Les différentes étapes de I’hématopoiese

1. Les cellules souches hématopoiétiques

Les cellules souches hématopoiétiques sont des cellules indifférenciées,
majoritairement quiescentes, capables d’autorenouvellement ou de prolifération, et de
différenciation en réponse a des signaux exogenes. Elles sont situées dans la moelle osseuse.

Morphologiquement non reconnaissables, ces cellules se définissent par leur capacité
a reconstituer in vivo une hématopoiese myéloide et lymphoide, lorsqu’elles sont injectées a
des souris immunodéficientes NOD-SCID (Non Obese Diabetic-Severe Combined
ImmunoDeficiency) irradiées. De plus, elles sont capables de former des colonies de type
cobblestones lorsqu’elles sont cultivées pendant 5 a 10 semaines sur sous-couche stromale,

appelées LTC-IC pour Long-Term Culture-Initialing Cell.
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La cellule souche hématopoiétique (CSH) donne naissance a un progéniteur myéloide ou lymphoide.
Le progéniteur lymphoide devient progéniteur B ou progéniteur T, puis lymphocyte B ou lymphocyte
T. Le progéniteur myéloide se différencie en progéniteur MEP (Megakarytocyte/Erythroid Progenitor)
ou en GMP (Granulocyte/Monocyte Progenitor), puis en progéniteur engagé vers une lignée
spécifique. On retrouve les BFU-E (Burst Forming Unit-Erythroid) puis les CFU-E (Colony Forming
Unit-Erythroid), CFU-Mk (Colony Forming Unit-Megakaryocyte), CFU-M (Colony Forming Unit-
Macrophage), CFU-Baso (Colony Forming Unit-Basophil), CFU-Eo (Colony Forming Unit-Eosinophil),
CFU-G (Colony Forming Unit-Granulocyte). Tous ces progéniteurs vont devenir précurseurs puis
cellules matures. Les cellules matures quittent la moelle osseuse et passent dans la circulation
sanguine.

2. Les progéniteurs

La premiére étape de la différenciation hématopoiétique est I'engagement de la CSH

vers la lignée lymphoide ou myéloide. A ce stade, la cellule s’appelle progéniteur, et perd, au
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fur et a mesure de la différenciation, sa capacité d’autorenouvellement. Le progéniteur
lymphoide commun donne naissance aux progéniteurs B et T qui deviendront par la suite
des lymphocytes B et T. Le progéniteur myéloide commun subit quant a lui, des étapes de
différenciation supplémentaires. Dans un premier temps, il devient soit un progéniteur
granulo-macrophagique (GMP) soit un progéniteur érythro-megacaryocytaire (MEP). Puis les
GMP se différencieront en neutrophiles, éosinophiles, basophiles ou macrophages, alors que

les MEP deviendront des globules rouges ou des plaquettes.

3. Les précurseurs

A ce stade, les précurseurs sont engagés de maniere définitive vers une lignée

particuliere. Ces cellules sont morphologiquement reconnaissables.

4. les cellules matures

Les cellules matures quittent la moelle osseuse pour aller dans la circulation

sanguine, ou elles pourront jouer leur réle particulier.

L’érythropoiese

A. Généralités sur I’érythropoiese

L’érythropoiese est une branche spécifique de I'arbre hématopoiétique. Elle permet
la formation d’érythrocytes énucléés (réticulocytes puis globules rouges ou hématies) a

partir de la CSH ( ).

Les étapes de différenciation qui vont de la CSH a I'érythroblaste acidophile se
déroulent dans la moelle osseuse. Une fois que I'érythroblaste a perdu son noyau, il passe

dans la circulation sanguine, permettant ainsi I’lapport d’oxygéne a tous les organes.
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Figure 2 : Schéma de I’érythropoiése

La production des globules rouges matures se fait a partir d’une cellule souche hématopoiétique
(CSH). Apres les stades BFU-E (Burst Forming Unit-Erythroid) et CFU-E (Colony Forming Unit-
Erythroid), les cellules deviennent précurseurs et se différencient en proérythroblastes (ProE),
Erythroblastes Basophiles (E. Baso), Erythroblastes Polychromatophiles (E. Poly), Erythroblastes
Acidophiles (E.Acido), puis en Réticulocytes (Ret) et finalement en globules rouges (GR).

L’érythropoiese est régulée par des facteurs environnementaux, des facteurs de
croissance, hormones ou cytokines, permettant ainsi la survie, la prolifération et la
différenciation des progéniteurs. L'expression différentielle de plusieurs facteurs de

transcription tel que GATA-1 est également impliquée dans la maturation des érythroblastes.

B. La différenciation érythroide

C'est au niveau de la moelle osseuse, au sein de l'ilot érythroblastique que se

déroulent la maturation et la différenciation des érythroblastes.

1. Les progéniteurs érythroides

Les progéniteurs de type CFU-GEMM (pour Colony Forming Unit Granulocyte-
Erythrocyte-Macrophage-Megakaryocyte), BFU-E (pour Burst Forming Unit-Erythroid) et
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CFU-E (pour Colony Forming Unit Erythroid), ont une définition fonctionnelle basée sur leur

capacité a donner des colonies en culture semi-solide ( ).

CFU-GEMM BFU-E CFU-E

A. CFU-GEMM (pour Colony Forming Unit Granulocyte-Erythrocyte-Macrophage-Megakaryocyte)
apres 21 jours de culture. B. BFU-E (Burst Forming Unit-Erythroid) apres 14 jours de culture. C. CFU-E
(Colony Forming Unit Erythroid) apres 7 jours de culture.

-  CFU-GEMM : Dans la lignée érythroide, le progéniteur multipotent le plus immature
est la CFU-GEMM, également appelé progéniteur myéloide. Il peut donner naissance a tous
les progéniteurs engagés de la différenciation myéloide. Aprés 21 jours de culture semi-
solide, cette cellule est capable de former des colonies de grande taille comprenant des
érythroblastes, des granulocytes, des macrophages, des mastocytes et des mégacaryocytes.

La CFU-GEMM ne représente que 0.01% des cellules médullaires.

- BFU-E: La BFU-E est le premier progéniteur totalement engagé dans Ila
différenciation érythroide. Cette cellule, dépendante du Stem Cell Factor (SCF), peut, en
culture semi-solide, donner naissance en 14 jours a de grosses colonies. On distingue des
BFU-E primitives (BFU-Ep) et des BFU-E tardives (BFU-Et), lesquelles sont dépendantes de
I’érythropoiétine (EPO).

La BFU-E représente 0.3% des cellules médullaires.

- CFU-E : Enfin, la CFU-E est le progéniteur le plus mature de la lignée érythroide. Cette
cellule, dépendante de I'EPO, peut donner naissance en 7 jours a des globules rouges et a de

petites colonies de moins de 50 cellules lorsqu’elle est cultivée en milieu semi-solide.
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Tout comme le BFU-E, la CFU-E représente 0.3% des cellules médullaires.

En culture liquide ou sur frottis, les progéniteurs myéloides et érythroides sont

morphologiquement identiques.

2. Les précurseurs érythoides

C’est a partir du stade pro-érythroblaste et jusqu’a I’érythroblaste acidophile que les

cellules érythroides sont appelées « précurseurs ».

Au sein de l'ilot érythroblastique, les pro-érythroblastes vont donner naissance a des
érythroblastes basophiles de type I, puis de type Il. Ceux-ci vont se différencier en
érythroblastes polychromatophiles puis en érythroblastes acidophiles. Ces derniers vont
perdre leurs noyaux, et ainsi devenir réticulocytes. Une fois que le réticulocyte passe dans la

circulation sanguine, il est appelé hématie ou globule rouge.

Au fur et a mesure de leur différenciation, les cellules diminuent de taille, leur
chromatine se condense, le noyau devient pycnotique et est expulsé par bourgeonnement
de la membrane plasmique.

L’étude morphologique de la différenciation par coloration au May-Griinwald Giemsa
(MGG), permet de visualiser I'atténuation de la basophilie au profit de I'apparition d’'une

acidophilie cytoplasmique, liée a la production d’hémoglobine dans le cytoplasme.
La transition entre érythroblastes basophiles et polychromatophiles dépend d’une
activation controlée des caspases dont le mécanisme n’est a ce jour pas encore connu

(Zermati et al., 2001).

3. Les réticulocytes et les globules rouges

Dans la moelle osseuse, les réticulocytes sont énucléés.
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Dans le sang, les globules rouges, ou hématies, assurent le transport de I'oxygene, lié
a I’hémoglobine, depuis les poumons jusqu’aux organes (I’hémoglobine représente 30% des
protéines du globule rouge).

Chez les mammiferes, I'énucléation est une étape indispensable a la maturation des
réticulocytes. Ce processus dynamique est sous le controle de la GTPase RAC et consiste en
la polarisation de la cellule via la réorganisation des filaments d’actine (Konstantinidis et al.,
2012).

Au cours de I'énucléation, la membrane plasmique entoure le noyau et forme des
extensions qui le relient a la cellule érythroide. Une fois indépendant, le pyrénocyte (noyau
nu aprés énucléation) est encore enveloppé de morceau de membrane, et c’est celle-ci qui,
en exprimant des phosphatidyl sérines, donne le signal de phagocytose au macrophage

central de I'ilot érythroblastique (Yoshida et al., 2005) (Figure 4).

Figure 4 : Enucléation en microscopie électronique (Yoshida et al., 2005)
—> extensions de la membrane plasmique » membrane plasmique entourant le pyrénocyte.

Une fois que la différenciation érythroide a permis la formation d’un réticulocyte, ce
dernier va encore subir quelques modifications avant de passer dans la circulation sanguine.

Dans un premier temps, il va perdre tous ces organelles, dont ses mitochondries et
ses ribosomes. En 2007, Diwan et al. observe une augmentation de I'expression de la

protéine NIX (membre de la famille des protéines Bcl-2) dans des érythroblastes en phases
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tardives de la différenciation, et note une réticulocytose, due a un défaut de maturation des
réticulocytes, chez les souris déficientes pour le gene codant cette protéine (Diwan et al.,
2007). En conditions physiologiques, les réticulocytes éliminent leurs mitochondries par
autophagie et exocytose. Lorsque NIX n’est plus exprimée, les autophagosomes n’achévent
pas leur maturation et les mitochondries persistent, ne pouvant donc plus étre éliminées par
ces autophagosomes non fonctionnels (Schweers et al., 2007).

Il apparait également que la sérine/thréonine kinase Ulk-1, acteur clé de
I'autophagie, et sous le controle du complexe mTORC1 et de I’APMk (Alers et al., 2012)
(Kundu, 2011), soit impliquée dans I’élimination des mitochondries et des ribosomes du
réticulocyte. En effet, Kundu et al. a montré que les souris déficientes pour le géne codant
Ulk-1 présentent, tout comme les souris n’exprimant plus NIX, une réticulocytose et que 35%
des globules rouges de ces souris conservent leurs mitochondries et leurs ribosomes (Kundu

et al., 2008).

Apres cette étape, le réticulocyte va perdre sa forme irréguliére et sa rigidité, pour
prendre une forme discoide biconcave, devenir plus souple et diminuer de taille, afin de
mieux se faufiler dans les vaisseaux sanguins et les capillaires les plus fins. Ces changements
morphologiques sont dus a un réarrangement du cytosquelette associé a la membrane
plasmique, ainsi qu’a I'expression différentielle de protéines membranaires (Waugh et al.,

2001).
Environ 2.10™ globules rouges sont produits par jour, et ces derniers ont une durée
de vie d’environ 120 jours. Lorsqu’un globule rouge n’est pas fonctionnel, il est éliminé par la

rate.

4. L’ilot érythroblastigue

Uniformément distribués dans le moelle osseuse, les ilots érythroblastiques,
composés d’'un macrophage central, autour duquel sont organisés les cellules érythroides a
tous les stades de différenciation, soutiennent la maturation des érythroblastes (Mohandas

and Prenant, 1978) ( ).
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L'ilot érythroblastique est composé d’'un macrophage central entouré par des érythroblastes a tous
stades de différenciation. A. Représentation schématique de l'ilot érythroblastique (Chasis and
Mohandas, 2008). B. llot érythroblastique murin en microscopie photonique; rouge: Terl19
(marquage spécifique des érythroblastes); vert: M-CSF-GFP (marqueur du macrophage); bleu:
Hoechst (noyau) (Lee et al., 2006). C. llot érythroblastique murin en microscopie électronique ; CM :
macrophage central; P: phagosome; ->: extensions cytoplasmique du macrophage; E:
érythroblastes; HC: hépatocyte; X5000. D. Représentation schématique des interactions
macrophage/érythroblastes (Chasis and Mohandas, 2008).

Cette organisation permet l'interaction des cellules érythroides avec le macrophage
central.

La premiere molécule permettant I'adhésion entre le macrophage central et les
érythroblastes a été découverte en 1994. Cette protéine appelée Emp (Erythro macrophage
protein) est exprimée a la surface des érythroblastes et du macrophage (Hanspal and
Hanspal, 1994). En 1998, Hanspal et al. montre que cette protéine est essentielle a la

maturation des érythroblastes. En effet, les cellules primaires co-cultivées en présence
10
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d’anticorps bloquant dirigés contre Emp, ou en absence de macrophage, présentent un taux
6 fois plus élevé d’apoptose ainsi qu’une diminution drastique de la prolifération, de la
maturation et de I'énucléation des cellules érythroides, par rapport aux cellules primaires
cultivées avec des macrophages, et sans anticorps bloquant (Hanspal et al., 1998). De plus,
les souris déficientes pour le gene codant la protéine Emp présentent une anémie sévere
ainsi qu’un défaut d’énucléation (Soni et al., 2006).

Le couple formé par l'intégrine VLA-4, exprimée par les érythroblastes, et la protéine
d’adhésion VCAM-1 (Vascular Cell Adhesion Molecule-1), exprimée par le macrophage, est
également impliqué dans la stabilité de I'ilot érythroblastique. L’ajout d’anticorps bloquants
dirigés contre VLA-4 ou VCAM-1, induit sa dislocation (Sadahira et al., 1995).

Les travaux de Lee et al., montrent que les souris déficientes pour le gene codant la
molécule d’adhésion ICAM-1 (Intracellular Cell Adhesion Molecule-1), exprimée par les
érythroblastes, ont moins d’ilots érythroblastiques que des souris contréles. Les auteurs
impliquent également la sous-unité a5 des intégrines, exprimée par le macrophage, dans ce

phénotype, car I'inhibition de la liaison entre ICAM-1 et I'a5 diminue de 2 fois le nombre

d’ilots érythroblastiques obtenus dans la condition contréle (Lee et al., 2006).

C'est au niveau de lilot érytrhoblastique que siége le principal mécanisme de
régulation négative de I'érythropoiése qui implique le récepteur a domaine de mort Fas et
son ligand, Fas-L. En condition normale, les progéniteurs érythroblastiques et les précurseurs
immatures expriment le récepteur de mort Fas, alors que les érythroblastes plus matures
(les érythroblastes polychromatophiles et acidophiles) expriment son ligand, Fas-L (De Maria
et al., 1999). La cohabitation, au sein de l'ilot érythroblastique, de cellules a différents stades
de maturation, permet de réguler la production d’érythroblastes via I'activation du

récepteur Fas par son ligand et I'induction de I'apoptose des cellules immatures en exces.

Cette cohabitation affecte la maturation et/ou la différenciation des érythroblastes,

mais le macrophage central a d’autres fonctions telles que le stockage du fer et la

phagocytose des érythroblastes apoptotiques ainsi que des pyrénocytes.
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Cytokines régulatrices de I’érythropoiese

A. Le couple SCF/c-Kit

1. Le Stem Cell Factor (SCF)

Le SCF (Stem Cell Factor), également appelé KIT-LG (KIT Ligand) ou MGF (Mast cell
Growth Factor) a été caractérisé et cloné au début des années 1990 (Huang et al., 1990;

Williams et al., 1990) (Zsebo et al., 1990) (Anderson et al., 1991).

Le SCF est une cytokine produite de fagon ubiquitaire, principalement synthétisée par
les cellules stromales, les fibroblastes, les cellules endothéliales et les cellules de Sertoli et

de la granulosa.

a) Legéne du SCF

Chez la souris, le SCF est codé par un géne situé au niveau du locus Steel sur le
chromosome 10 (Zsebo et al., 1990). Chez 'Homme, ce gene est localisé en position q22-q24
sur le chromosome 12 (Geissler et al., 1991), et est organisé en 8 exons, qui pourront donner

naissance a deux isoformes suite a I'épissage alternatif de I'exon 6.

Les souris déficientes pour ce gene présentent une anémie sévere et meurent in
utéro ou dans la période périnatale d’'une anémie macrocytaire sévere, alors que les souris
invalidées de maniére hétérozygote sont viables, malgré une anémie macrocytaire, des
altérations de la fertilité et une dépigmentation cutanée.

Ces observations ont rapidement impliqué I'axe SCF/c-Kit dans I’hématopoiése ainsi

que dans d’autres processus physiologiques comme la spermatogenese ou la mélonageneése.
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b) La protéine

Chez I’'Homme, le SCF existe sous deux isoformes majoritaires : une isoforme soluble,
le sSCF, de 165 acides aminés, et une isoforme transmembranaire, le mSCF, de 220 acides
aminés. Le mSCF présente en sa partie C-terminale un domaine d’ancrage a la membrane. Le
sSCF, issue d’un précurseur de 245 acides aminés, contient un site de clivage protéolytique
codé par I'exon 6, qui provoque la perte du domaine transmembranaire (Brannan et al.,

1991) (Flanagan et al., 1991) (Figure 6).

s [1]2]3]a]s[e]7]e]o]

épissage
alternatif

v 1|23 a|s|e|7|s]9]|% s 1/2|3|a|s|7|s|o]¥

SCF 245 SCF 228

OO0
clivage {
protéolytique A\ 2\, clivage
“{\ teolytl flié!
) ) N
NN % D"
l \ / SCF membranaire
165
SCF soluble SCF soluble

(minoritaire)

Figure 6 : Du géne a la protéine, schéma des voies de synthése du SCF (d’apreés Reber et al.,
2006)

Chez I'Homme, I'épissage alternatif au niveau de I'exon 6 de I’ARN messager de c-Kit génére deux
isoformes membranaires, le SCF** et le SCF*®. Le SCF** est clivé au niveau de la région codée par
I’exon 6, et donne naissance au SCF soluble. Chez la souris le SCF** et le SCF*** membranaires
peuvent étre clivés au niveau de la région codée par I'exon 7, et donner naissance a une forme

soluble minoritaire.
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En 1994, Majumdar et al. a mit en évidence, dans un modele murin, un deuxiéme site
de clivage protéolytique présent au niveau de I'exon 7 et pouvant donner naissance a une
nouvelle isoforme soluble minoritaire. Celle-ci est issue du clivage de la forme soluble ou
membranaire du SCF (Majumdar et al., 1994). Cependant, les conséquences fonctionnelles

de cette isoforme sont, a ce jour, encore inexplorées.

Des études comparatives menées sur les deux isoformes majoritaires du SCF, le mSCF
et le sSCF, semblent montrer que dans un contexte de contact cellulaire, comme par
exemple la différenciation érythroide et mégacaryocytaire, la signalisation en aval de c-Kit
est initiée par le mSCF (Avraham et al., 1992) (Toksoz et al., 1992). Néanmoins, la forme
soluble du SCF peut également participer a cette signalisation de « contact ». En effet, les
souris n’exprimant plus que le sSCF sont viables, malgré I'anémie macrocytaire qu’elles
présentent (Barker, 1994). En revanche, il semble que la forme mSCF induise une activation
plus longue et plus intense du récepteur c-Kit (Miyazawa et al., 1995) (Kapur et al., 1998), et
que, parmi les voies de signalisation induites, la voie p38/MAPK lui soit plus spécifique

(Kapur et al., 2002) (Trieselmann et al., 2003).

2. c-Kit, le réecepteur du SCF

En 1986, Besmer et al. a mis en évidence |'existence de I'oncogene v-Kit, via la souche
HZ4-FeSV (Hardy Zuckerman 4 Feline Sarcoma Virus), isolée a partir d’un rétrovirus issu de
fibroblastes de chat et associée au FelV (Feline Leukemia Virus). Cet oncogéne présente un
domaine kinase unique, lié au géne gag, codant pour I'enveloppe virale (Besmer et al.,

1986). C'est en 1987 que son homologue cellulaire c-Kit est cloné (Yarden et al., 1987).

a) Le géne de c-Kit

Chez la souris, le gene codant pour c-Kit est localisé au niveau du locus White (W)
présent sur le chromosome 5 (Chabot et al., 1988). La majorité des souris totalement
invalidées pour ce géne n’est pas viable et meurt in utéro, ou durant la période périnanatale,
d’une anémie macrocytaire sévére (Geissler et al., 1988) (Waskow et al., 2002) (Waskow et

al., 2004). Les souris invalidées pour une copie du gene ou présentant des mutations
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hypomorphes arborent des phénotypes modestes, principalement caractérisés par des

zones de dépigmentation cutanée.

Chez 'Homme, le gene codant pour c-Kit est localisé en position ql2 sur le

chromosome 4 (Giebel et al., 1992). Il s’étend sur 80 kb et est organisé en 21 exons.

L’exon 1 contient I'extrémité 5’ non codante, le codon d’initiation de la traduction et
le peptide signal d’adressage a la membrane plasmique. Les exons 2 a 9 codent pour les 5
domaines de type immunoglobuline (aussi appelés domaines Ig-like) de la partie extra-
cellulaire du récepteur. L'exon 10 code pour sa partie transmembranaire et I’'exon 11 pour sa
partie juxtamembranaire. Le domaine intracellulaire portant I'activité kinase du récepteur
est divisé en trois parties. La premiére partie, dédiée a la fixation de I'ATP, est codée par les
exons 12 a 14, alors que le domaine catalytique est codé par les exons 16 a 19. Ces deux
domaines sont séparés par une région « insert » ou KID, codé par I’exon 15. Enfin, les exons

20 et 21 codent la partie C-terminale du récepteur, ainsi que le codon stop, I'extrémité 3’

non codante et le site de poly-adénylation ( ).
A B NH2
L Igl Igl
2
T g2 g2
4 | s
5 g g3
| 6 1ga 1g4
7
| 8 | Ig5 185
9 GNNK
10 | ™ ™
11}
12 | MD IMD
13
1]
i TK1 TK1
i KID S
17
& TKN TKI
19
20
21
COOH COOH COOH
—_ _
c-Kit tr-Kit

A. Structure du géne codant pour c-Kit (a gauche), et domaines protéiques associés a chaque exon (a
droite). B. Structure protéique des différents variants issus d’épissages alternatifs.
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La récepteur c-Kit appartient a la famille des récepteurs a activité tyrosine kinase
(RTK) de classe lll, dont font également partie le PDGF-R (Platelet-Derived Growth Factor —
Receptor), le MCSF-R (Macrophage Colony Stimulator Factor-Receptor) et FIt3 (FMS-like

tyrosine kinase 3) ( ).

b) Récepteurs a activité tyrosine kinase, généralités

Les RTK sont des glycoprotéines transmembranaires possédant classiquement trois

domaines structuraux :

- un domaine extracellulaire fortement glycosylé et dédié a la liaison du

ligand. Ce domaine variable d’'un membre a I'autre de la famille, présente
néanmoins des régions conservées, tels que les domaines riches en cystéine
ou en leucine.

- un_domaine transmembranaire hydrophobe, qui permet I"ancrage du

récepteur a la membrane plasmique.

- un_domaine_intracellulaire portant 'activité kinase et permettant la

transduction du signal. Celui-ci peut étre divisé en deux régions alors séparées

par un domaine insert, le KID (Kinase Domain Insert).

On compte aujourd’hui vingt classes de RTK ( ), dont les membres sont des

protéines codées par 58 génes (pour revue, Lemmon and Schlessinger, 2010).
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Figure 8 : Représentation schématique des récepteurs a activité tyrosine kinase chez

I’Homme (d’aprés Lemmon and Schlessinger, 2010)

La famille des récepteurs a activité tyrosine kinase regroupe 20 sous-familles. Ses membres
présentent un domaine extracellulaire dédié a la liaison du ligand, un domaine transmembranaire et
un domaine intracellulaire permettant la transduction du signal.

c) La protéine

La protéine c-Kit est un récepteur transmembranaire de 976 acides aminés. Sans
modification post-traductionnelle, c-Kit a une masse moléculaire apparente de 110kDa. Sous
forme mature, obtenue aprés 10 N-glycosylations, c-Kit a une masse moléculaire de 125kDa

puis de 145kDa.
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c-Kit est divisé en quatre domaines :
- un domaine extracellulaire (ECD) (AA 1 a3 519)
- un domaine transmembranaire (IMD) (AA 520 a 543)
- un domaine juxtamembranaire (JMD) (AA 544 3 581)

- un domaine intracellulaire portant 'activité catalytique (TKD) (AA 582 a 976)

- VECD: la région extracellulaire de c-Kit comprend 5 domaines Ig-like.
Au cours des années 2000, des études cristallographiques ont permis de mettre en évidence
les roles spécifiques de chacun de ces domaines. Les trois premiers, situés en N-terminal,
sont dédiés a la reconnaissance et a la fixation de son ligand, le SCF, alors que les deux
derniers domaines sont impliqués dans le processus d’hétérodimérisation de c-Kit (Zhang et
al., 2000) (Yuzawa et al., 2007). Cependant, des études biochimiques utilisant des mutants
de c-Kit avaient déja mis en évidence les roles de ces domaines. En effet, en 1995, Blechman
et al. construit des mutants de c-Kit avec délétion d’un ou plusieurs domaines Ig-like et
montre que I'absence des deux derniers domaines n’inhibe pas la fixation du SCF, mais
bloque la dimérisation de c-Kit (Blechman et al., 1995).
En 1995, I'équipe de V. Broudy, montre, dans un modele de mastocytes murins, que
c-Kit peut également exister sous forme soluble (c-KitS) (Turner et al., 1995). Ce variant de c-
Kit n’est pas issu d’un épissage alternatif, mais résulte d’un clivage protéolytique intervenant
entre le domaine transmembranaire et I'lg-like 5 (Broudy et al., 2001).
Ce domaine extracellulaire contient également 10 sites potentiels de N-glycosylation,
principalement localisés a proximité du domaine transmembranaire. Ces modifications post-
traductionnelles, permettant au récepteur d’aboutir sa maturation, n’ont cependant que

trés peu été étudiées.

- le TMD: ce domaine, comprenant 23 acides aminés, est constitué

d’une hélice hydrophobe qui permet I'ancrage du récepteur a la membrane plasmique.
- le_ JMD : ce domaine contient plusieurs résidus tyrosine servant de
point d’ancrage a certains acteurs de la signalisation en aval de c-Kit. Il joue également un

role de régulateur négatif. En effet, en condition inactive, ce domaine interagit avec le

18



Introduction : Cytokines régulatrices de I’érythropoiese

domaine kinase, bloquant alors I'accés a la poche catalytique (Hubbard, 2004) (Lemmon and

Schlessinger, 2010).

- le TKD: ce domaine est caractéristique des protéines a activité
tyrosine kinase et porte I'activité kinase du récepteur. Il est divisé en deux régions séparées
par un domaine insert de 77 acides aminés (KID). Ce domaine contient des résidus tyrosine
phosphorylables en réponse au SCF.

Le domaine le plus proche de la membrane plasmique, appelé lobe N, présente un
motif riche en glycine, de séquence GAGAFG, permettant la fixation de I’ATP, ainsi qu’une
hélice a controle (aC-helix) qui passe d’une conformation inactive a une conformation active
en réponse a la fixation du SCF (Mol et al., 2003a).

Le deuxieme domaine kinase du TKD est appelé lobe C. Il supporte I'activité
phosphotransférase du récepteur et contient I’Asparagine 810 qui coordonne les

groupements phosphate de I’ATP (Roskoski, 2005).

d) Les variants alternatifs de c-Kit

Il existe quatre isoformes de c-Kit chez 'Homme dont deux sont conservées chez la
souris.

En position 510-513, au niveau du domaine extracellulaire adjacent a la membrane,
une insertion de 4 acides aminés (Gly-Asn-Asn-Lys) donne naissance a un variant de c-Kit,
appelé c-KitA. Ces deux isoformes, GNNK+ (c-KitA) et GNNK- (c-Kit), présentes chez 'Homme
et la souris, résultent d’un épissage alternatif (Hayashi et al., 1991) (Reith et al., 1991). Dans
la majorité des tissus, ces deux isoformes sont exprimées, mais il apparait que I'isoforme
GNNK- soit plus synthétisée que I'isoforme GNNK+ (Reith et al., 1991) (Crosier et al., 1993)
(Zhu et al., 1994). Aucune modification de signalisation en aval de ces deux isoformes n’a été
montrée, méme s’il semble que I'isoforme GNNK- présente une cinétique d’activation et une
auto-phosphorylation basale plus élevée.

L'implication de ces variants dans les cancers reste encore sujette a débat. Par
exemple, en 2007, Guerrini et al. corréle un mauvais pronostic chez les patients atteints de

Leucémies Aiglies Myéloides (LAM) avec la co-expression de ces deux isoformes (Guerrini et
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al., 2007), alors que Piao et al. ne relie pas I'expression de I'une ou l'autre des isoformes

avec une réponse thérapeutique ou avec un impact pronostic (Piao et al., 1994).

Chez I'Homme uniquement, un deuxiéme site d’épissage alternatif génére, via la
délétion de 3 paires de base, deux autres isoformes. Celles-ci different du fait de la présence
ou l'absence d’une sérine en position 715, au niveau du domaine KID (Lasota et al., 2002).
Ces deux isoformes semblent étre co-exprimées dans les cellules normales et les cellules
issues de patients porteurs de LAM, méme si celles-ci surexpriment légerement |'isoforme

avec sérine (Crosier et al., 1993).

Enfin, il existe une forme tronquée de c-Kit ne possédant que la deuxiéme partie du
domaine kinase et la partie C-terminale du récepteur (Rossi et al., 1992). Ce variant ne
possede pas d’activité kinase, mais semble capable, dans un contexte de cancer de la

prostate, d’activer des membres de la famille des Src kinase (Paronetto et al., 2004).

3. Activation du récepteur par son ligand

a) Fixation du ligand et homodimérisation du récepteur

Le SCF circulant est monomérique. Son homodimérisation, reposant sur des liaisons
non covalentes entre deux molécules de SCF, est essentielle a son activité (Zhang et al.,
2000) ainsi qu’a sa fixation au récepteur c-Kit. En 1997, Lemmon et al. démontre que la
liaison d’'un homodimere de SCF induit 'homodimeérisation du récepteur (Lemmon et al.,
1997). Le SCF dimérique s’associe a deux récepteurs c-Kit via leurs trois premiers domaines
Ig-like (Ullrich and Schlessinger, 1990). Cette liaison va induire un rapprochement des deux
récepteurs et les Ig-like 4 et 5 vont permettre la formation d’un complexe c-Kit/c-Kit, via des
liaisons homotypiques non covalentes (Yuzawa et al., 2007). Par la suite, c-Kit va subir des
changements conformationnels permettant le rapprochement des domaines
juxtamembranaires et transmembranaires des deux récepteurs impliqués, et initie ainsi le

passage d’une conformation inactive a une conformation active (Finger et al., 2009) (

).
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A. Au repos, c-Kit est sous forme de monomere. B. Liaison d’'un dimere de SCF a deux monomeres de
c-Kit, au niveau de leurs trois premiers domaines Ig-Like. C. Changement conformationnel du

récepteur. D. Homodimerisation de c-Kit.

b) Activation et autophosphorylation du récepteur

En conformation inactive, le JMD de c-Kit interagit avec son domaine kinase,

bloguant ainsi I'acces a la poche catalytique (Chan et al., 2003).

En réponse au SCF, les tyrosines 568 et 570, présentes au niveau du domaine

juxtamembranaire de c-Kit, sont phosphorylées (DiNitto et al., 2010) et provoquent le

déplacement du JMD, aboutissant a I'ouverture de la poche catalytique (Mol et al., 2003a). A

ce stade, les deux récepteurs se font face, I'un devenant le substrat de I'autre, qui joue alors

le role de I'enzyme, permettant ainsi leur transphosphorylation ( ).
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conformation inactive conformation active

A. Représentation de la forme inactive (auto-inhibée) de c-Kit. La région juxtamembranaire (pourpre)
se loge au niveau des deux domaines kinases, bloquant ainsi I'acces a la poche catalytique. B.
Représentation de la forme active de c-Kit, aprés stimulation au SCF. La région juxtamembranaire se
dégage du domaine kinase, libérant ainsi I'accés a la poche catalytique. En présence de Mg (rose),
I’ATP peut alors s’y fixer.

c-Kit présente huit résidus tyrosines phosphorylables, tous situés dans le domaine
intracellulaire, et dont la séquence d’activation par phosphorylation est a ce jour bien

déterminée (Lennartsson et al., 2005) ( ).

Une fois phosphorylées, ces tyrosines permettent le recrutement de protéines a
domaine SH2 (Src Homology 2) initiant ainsi différentes voies de signalisations. Parmi ces
tyrosines, seul le réle de la Y823, située sur le lobe actif de c-Kit, n’est pas encore clairement
élucidé. En effet, aucun partenaire moléculaire n’y a été associé et elle apparait comme
participant a la stabilisation de la conformation active de c-Kit. Pourtant, sa substitution en

phénylalanine n’empéche pas I'activation du récepteur (DiNitto et al., 2010)
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Association de la structure secondaire du récepteur et de sa représentation schématique, ainsi que la
localisation des résidus tyrosines phosphorylés ; JMD : domaine juxta-membranaire ; TKD : domaine
tyrosine kinase ; KID : domaine insert.

4. c-Kit et signalisation cellulaire

Selon le modele cellulaire et les conditions pathologiques, I'activation de c-Kit par son
ligand le SCF, résulte en l'initiation de différentes cascades de signalisation, dont les

principales sont détaillées ci-apreés.

a) Lavoie PI3K/AKT

La signalisation PI3K/Akt en aval de c-Kit débute par la fixation de p85, sous-unité
catalytique de la phosphatidyl-inositol-3-kinase (PI3K), a la tyrosine phosphorylée 721 de c-
Kit. Cette liaison se fait de facon directe ou indirecte, par I'intermédiaire de la protéine
adaptatrice Gab2 (GRB2-associated-binding protein 2) (Roskoski, 2005).

Une fois active, la PI3K permet la phosphorylation de PIP, (Phosphatidyl-inositol-4,5-

diphosphate), qui devient alors du PIP3 (Phosphatidyl-inositol-4,5-triphosphate). Cette
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derniére interagit alors avec la sérine/thréonine kinase Akt/PBK (Protein Kinase B), via son
domaine PH (Pleckstrin Homology), assurant ainsi la phosphorylation de sa thréonine 308,

par le recrutement de la kinase PDK1 (Phosphoinositide Dependent Kinase 1) ( ).
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Apreés activation de c-Kit par le SCF, I'axe de signalisation PI3K/Akt est initié par la liaison directe ou
indirecte de p85 a la tyrosine 721 de c-Kit.

En absence de signaux de survie, la protéine pro-apoptotique Bad s’associe et
neutralise des protéines anti-apoptotiques telles que Bcl-X. ou Bcl-2 (Yang et al., 1995).
Lorsqu’Akt est active, Bad est phosphorylée et se dissocie des complexes auxquels elle
appartient. Une fois libre, elle est séquestrée dans le cytoplasme par les protéines 14.3.3
puis envoyée en dégradation (Zha et al., 1996). De plus, Akt permet la phosphorylation de

Bim, qui est alors également dégradée.
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Ces effets anti-apoptotiques sont combinés a des effets « pro-survie », via la
phosphorylation des facteurs de transcription de la famille Foxo. Une fois phosphorylés, ces
derniers sont séquestrés dans le cytoplasme, et ne peuvent donc plus pénétrer dans le
noyau ou ils initient la synthése de protéines pro-apoptotiques telle que Bim (Engstrom et
al., 2003).

Pour étre completement active, Akt a besoin d’étre phosphorylée sur deux résidus, la
thréonine 308 (par PDK1) et la sérine 473, par le complexe mTORC2 (mammalian Target Of
Rapamycin Complex 2). Il est a noter que la phosphorylation de la sérine 473 est

indispensable a la phosphorylation de la thréonine 308 (Scheid et al., 2002).

b) La voie JAK/STAT

La tyrosine kinase Jak2 (Janus Kinase 2) interagit de maniére constitutive avec le
récepteur c-Kit sauvage (Weiler et al., 1996).

Suite a la liaison du SCF, c-Kit s’active et phosphoryle de facon rapide et transitoire la
protéine Jak2 (Brizzi et al., 1994) (Linnekin et al., 1996). Une fois actifs, c-Kit et Jak2
induisent la phosphorylation des facteurs de transcription STAT (Signal Transducers and
Activators of Transcription) 1, 3 et 5 localisés dans le cytoplasme (Deberry et al., 1997)
(Gotoh et al., 1996) (Ryan et al., 1997). Dés lors, ces derniers se dimérisent, via leurs
domaines SH2 (Brizzi et al., 1999), et sont transloqués dans le noyau ou ils initient la
transcription de plusieurs genes, tel que c-myc, BcL-xL ou c-fos, impliqués, entre autre, dans

I'apoptose et la différenciation cellulaire ( ).

Cependant, I'activation de la signalisation Jak2/STAT, et en particulier la
phosphorylation de STAT5, via c-Kit reste controversée. Ces observations paradoxales
peuvent étre expliquées par le contexte cellulaire des différentes études, ainsi que par le

caractere transitoire de I'activation de Jak2 et de STATS.
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Apres activation de c-Kit par le SCF, I'axe de signalisation Jak/STAT est initié par la phosphorylation de
Jak2, constitutivement lié a c-Kit.

c) Lavoie des MAP kinases

L’activation de la signalisation MAPK (Mitogen Activated Protein Kinase)/Erk
(Extracellular signal-regulated kinase) en aval de c-Kit, début par la liaison du complexe SOS
(Son Of Sevenless)/Grb2 (Growth factor receptor-bound protein 2) a la tyrosine
phosphorylée 701 du récepteur c-Kit. La fixation de ce complexe au récepteur activé peut
également étre indirecte, via les protéines SHP2 et Shc (Lennartsson et al., 1999).

SOS est un facteur d’échange nucléotidique qui permet de remplacer le GDP, lié a la
GTPase membranaire RAS, par une molécule de GTP. Ainsi activée, RAS induit la

phosphorylation de la sérine/thréonine kinase Raf, qui a son tour phosphoryle Mekl et
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Mek2 (Map-kinases kinases), les activateurs de Erkl et Erk2 (Herbst et al., 1991). Erkl et
Erk2 phosphorylés vont alors induire I’activation de facteurs de transcription tels que c-Fos
ou Elk1 et de protéines cytoplasmiques telles que Rsk.

Erk 1 et Erk 2 peuvent également activer p38 et Jnk, via Racl, ainsi que Erk5 (

L’activation d’Erk1/2 reste néanmoins cellule et tissus dépendant. En effet, en 2004,
Wandzioch et al. montre que I'activation d’Erk1/2 dans les CSH ainsi que dans les
progéniteurs hématopoiétiques communs, est médiée par la signalisation PI3K, alors que
dans les mastocytes matures, cette activation est dépendante de RAS (Wandzioch et al.,

2004).
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Apres activation de c-Kit par le SCF, I'axe de signalisation MAPK/Erk est initié par la liaison directe ou
indirecte du complexe SOS-Grb2 a la Y701 de c-Kit.
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d) La famille des Src Kinase (SFK)

La famille des Src kinase (SFK) regroupe huit membres. Certains sont exprimés de
facon ubiquitaire (c-Src, Yes et Fyn) et d’autres ont une expression restreinte au
compartiment hématopoiétique (Lck, Hck, Lyn, Fgr et Blk). Par exemple, les lymphocytes T
expriment principalement Fyn et Lck, les lymphocytes B expriment majoritairement Lyn et

Blk, alors que les cellules myéloides expriment Lyn, c-Src, Fgr et Hck.

Ces protéines partagent une structure et un mode d’activation communs. De
I'extrémité N-terminale vers |'extrémité C-terminale, les SFK présentent un domaine
d’ancrage a la membrane, un domaine SH3, un domaine SH2, un domaine de liaison (linker),
un domaine catalytique et un domaine C-terminal contenant une tyrosine d’inactivation. Le
domaine catalytique est divisé en deux lobes, le lobe N et le lobe C, séparés par la boucle
d’activation. Sous forme inactive, les SFK arborent une structure fermée, maintenue par
I'interaction du domaine SH2 avec la tyrosine inhibitrice présente en C-terminale, et du
domaine « linker » avec le domaine SH3. Cette conformation auto-inhibée des SFK est levée
apres dépohosphorylation de la tyrosine inhibitrice, ou par des liaisons compétitives des

domaines SH2 et SH3 (pour revue : Ingley, 2008) ( ).

Ces protéines jouent un role majeur dans la signalisation en aval des RTK et se fixent,

via leurs domaines SH2, aux tyrosines 568 et 570 de c-Kit.

En 2004, Hong et al. substitue toutes les tyrosines phosphorylables de c-Kit par des
phénylalanines, et montre que l'unique restauration des tyrosines 567 et 569 (équivalents
des tyrosine 568 et 570 chez la souris) est capable d’initier la signalisation MAPK/Erk (Hong
et al., 2004). Cependant, la nécessité des SFK pour la signalisation MAPK/Erk est cellule
spécifique. En effet, en 2009, Agosti et al. montre, dans un modeéle érythroide murin, que
I’absence de liaison des SFK a c-Kit n’abolit pas cette signalisation, alors que la voie AKT est

diminuée (Agosti et al., 2009).
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A. Représentation schématique de la structure commune des membres de la famille des Src kinase.
B. Représentation schématique de I'activation des membres de la famille des Src kinase.

Des études menées sur des mastocytes primaires murins, ont montré que
I'inactivation de Lyn conduit a une régulation négative de la signalisation en aval d’Akt, alors
qgue l'activation des protéines Jnk et STAT3 ne sont pas touchée. De plus, I'inactivation de
Fyn ne semble pas moduler la phosphorylation d’Akt, mais régule négativement la
phosphorylation de p38 (Shivakrupa and Linnekin, 2005) (Samayawardhena et al., 2006).

I a également été montré, dans un modele de cellules a potentialité
mégacaryocytaire (Mo7E), que Lyn est impliquée dans le cycle cellulaire, en permettant la
transition des phases G1/S (Mou and Linnekin, 1999) et dans leur processus de migration
(O’Laughlin-Bunner et al., 2001).

En 2001, Nishio et al. traite des précurseurs érythroides humains avec un inhibiteur
pharmacologique des SFK, le PP2 (Pyrazolo-Pyrimidine 2), et montre que le caractére
protecteur du SCF sur I'apoptose, médié par le récepteur de mort Fas, est abolie (Nishio et
al., 2001). Il est a noter qu’a de plus fortes concentrations, cet inhibiteur peut également

inhiber d’autres protéines a activité tyrosine kinase, telles que c-Kit.
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Par ailleurs, les SFK interviennent également dans l'internalisation et la dégradation
de c-Kit apres son activation par les SCF (cf partie c) Internalisation et dégradation de c-Kit —

c-Cbl et protéasome).

5. Régulation néqgative de c-Kit

Afin de ne pas aboutir a des effets aberrants, la signalisation en aval de c-Kit est
finement controlée. Cette régulation négative implique différents acteurs clairement

identifiés.

a) Déphosphorylation des tyrosines

Suite a l'activation de c-Kit par son ligand, la tyrosine phosphatase SHP-1 (Src
Homology-2 containing Phosphatase-1) est recrutée via la tyrosine 568 du récepteur, et
provoque la déphosphorylation des tyrosines phosphorylées de c-Kit (Kozlowski et al., 1998)

(Paulson et al., 1996), entrainant par conséquent |'extinction de sa signalisation en aval.

b) Phosphorylation des sérines

En aval de c-Kit, la sérine/thréonine kinase PKC est activée. Celle-ci exerce une
régulation négative sur le récepteur actif, via sa fixation directe aux sérines 741 et 746,
situées au coeur du domaine KID. Ceci a pour conséquence l'inhibition de I'activité kinase du

récepteur (Blume-Jensen et al., 1994) (Blume-Jensen et al., 1995).

c) Internalisation et dégradation de c-Kit

Deux axes moléculaires peuvent aboutir a I'internalisation et a la dégradation de c-

Kit. Dans un premier cas, c-Kit actif va étre internalisé et dégradé par le protéasome, via

I"'ubiquitine E3 ligase c-Cbl, et dans un deuxieme cas, 'internalisation du récepteur implique

le processus d’endocytose et une dégradation par le lysosome ( ).
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Aprés activation par son ligand, c-Kit est internalisé et dégradé, soit par un processus impliquant
I'ubiquitine E3-ligase et le protéasome, soit par endocytose et dégradation lysosomale.

- c-Cbl et protéasome : Apres activation, I'ubiquitine E3 ligase c-Cbl se

lie a c-Kit, soit de facon directe, via son domaine SH2, au niveau des tyrosines phosphorylées
568 et 570 (Masson et al., 2006), soit de fagon indirecte, via Grb2, aux tyrosines
phosphorylées 703 et 936 (Sun et al.,, 2007) ou enfin via la protéine adaptatrice APS
(Adaptator Protein with SH2 domain) aux tyrosines 568 et 936 (Wollberg et al., 2003).

Suite a sa liaison a c-Kit, c-Cbl est activée par les SFK, permettant ainsi la poly-
ubiquitination de c-Kit, suivie de son internalisation et de sa dégradation par le protéasome
(Miyazawa et al., 1994) (Wisniewski et al., 1996) (Masson et al., 2006). Il est a noter que des
mutations inhibitrices de c-Cbl sont impliquées dans de nombreuses pathologies. Par

exemple, la mutation c-CblR420Q participe a la transformation des syndromes
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myélodisplasiques (SMD) de hauts risques en leucémies aiglies myéloides (LAM), via la
suractivation d’un autre RTK de classe lll, Flt-3 (Reindl et al.,, 2009). Il a également été
montré que cette mutation, ainsi que la mutation inhibitrice 70Z, caractérisée par la délétion
de 17 acides aminés a la limite du domaine de liaison et du domaine a doigt de zinc de c-Cbl,

inhibaient I'internalisation et la dégradation via le protéasome de c-Kit (Bandi et al., 2009).

- Endocytose et lysosome : I'accumulation de c-Kit actif au niveau de la

membrane plasmique, mais plus particulierement au niveau des rafts ou « radeaux
lipidiques », provoque la mise en place d'un processus d’endocytose, conduisant le
récepteur jusqu’au lysosome, ou il sera alors dégradé (Sorkin et al., 1995) (Robinson, 1994).

Cette voie d’internalisation et de dégradation est indépendante des SFK (Broudy et al.,
1999), mais est largement régulée par le flux calcique et la signalisation en aval de PI3K

(Gommerman et al., 1997).

6. Le couple SCF/c-Kit dans I'érythropoiése

Le couple formé par c-Kit et son ligand, joue un réle majeur dans I'hématopoiese,
mais plus particulierement dans la différenciation, la survie et la prolifération des cellules

érythroides.

c-Kit est exprimé a la surface d’approximativement 70% des cellules CD34" de la
moelle osseuse, dont les progéniteurs communs lymphoides et myéloides, ainsi que les
cellules hématopoiétiques immatures (Ashman et al., 1991) (Papayannopoulou et al., 1991).
Il est également fortement exprimé a la surface des progéniteurs myéloides, alors que les
progéniteurs lymphoides I'expriment peu ou pas. Les rares cellules hématopoiétiques
matures exprimant c-Kit sont les mastocytes, les éosinophiles et une sous catégorie de

cellules lymphoides, les Natural Killer (NK) (Escribano et al., 1998) (Lennartsson et al., 2005)
( ).
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c-Kit est fortement exprimé a la surface de la cellule souche hématopoiétique, du progéniteur
myéloide, des BFU-E (Burst Forming Unit-Erythroid), CFU-Mk (Colony Forming Unit-Megakaryocyte),
CFU-M (Colony Forming Unit-Macrophage), CFU-G (Colony Forming Unit-Granulocyte) et CFU-E
(Colony Forming Unit-Erythroid). Il est moyennement exprimé par le progéniteur lymphoide B, le
mégacaryocyte et le monocyte. Il n’est pas exprimé par I'érythroblaste en fin de différenciation, le
neutrophile, le lymphocyte T et le lymphocyte B.

Au cours de la différenciation érythroide, c-Kit est fortement exprimé a la surface des
BFU-E et des CFU-E (Ogawa et al., 1991), puis son expression diminue avec I'entrée des
cellules en phase terminale de différenciation (Uoshima et al., 1995). Il a été montré en
1995, que le maintien de SCF dans le milieu de culture de progéniteurs érythroides
ralentissait leur différenciation et augmentait ainsi le pool de cellules immatures (Muta et

al., 1995).
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De plus, la signalisation en aval de c-Kit permet de diminuer I'apoptose induite ou
spontanée des cellules érythroides (Lu et al., 1999) (lemura et al., 1994). En effet, comme
expliqué précédemment, la production des progéniteurs érythroblastiques est régulée par le
systeme Fas/Fas-L. Une étude menée sur des érythroblastes primaires et portant sur
I'activation de la signalisation en aval du récepteur Fas, induite par un traitement au CH11
(anticorps agoniste de Fas), a montré que le SCF inhibe I'activation des caspases 3 et 7 via
I'activation de la kinase Lyn (Nishio et al., 2001). Le r6le anti-apoptotique de c-Kit passe
également par 'activation, dépendante des SFK (Src Familly Kinase), de la sérine/thréonine
kinase Akt. En effet, I'ajout de PP2, inhibe la phosphorylation de la sérine 473 d’Akt, et induit

I’apoptose des érythroblaste exprimant c-Kit (Endo et al., 2001).

Le couple SCF/c-Kit semble également intervenir dans le maintien des érythroblastes
au sein de l'ilot érythroblastique. En 1995, I'’équipe de Simmons a montré qu’un traitement
au SCF renforce I'adhésion des cellules CD34" normales a la fibronectine, synthétisée par le
macrophage central (Lévesque et al., 1995). De plus, des progéniteurs issus de souris
hétérozygotes pour le géne codant c-Kit présentent une moins bonne adhésion aux cellules
stromales que des progéniteurs issus de souris contréles (Kodama et al.,, 1994).
Moléculairement, ces observations ne sont pas le reflet d’'une perte d’expression des
intégrines par les érythroblastes, mais d’une diminution de leur avidité pour VCAM-1 et la

fibronectine (Kovach et al., 1995).

7. Fonctions non érythroides du couple SCF/c-Kit

Outre son role dans [|'hématopoiese, et plus particuliecrement au cours
I’érythropoiése, le couple SCF/c-Kit est impliqué dans de nombreuses autres fonctions

physiologiques.

a) Maturation et fonctions des mastocytes

Les mastocytes sont des cellules d’origine hématopoiétique, impliquées dans la
réponse immunitaire innée et majoritairement localisées au niveau du tissu conjonctif. Une
fois activées, ces cellules granuleuses libérent par exocytose le contenu de leurs vésicules,
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permettant ainsi I'initiation de la réponse inflammatoire et le recrutement d’acteurs de la
réponse immunitaire adaptative.

Le couple SCF/c-Kit est intimement lié aux processus de maturation, de
différenciation et de prolifération des mastocytes. En effet, le SCF est décrit comme étant le
principal facteur de croissance de ces cellules (Galli et al., 1995) (Hundley et al., 2004) et
I'expression de c-Kit a la surface des mastocytes matures permet de soutenir leur
prolifération tout en inhibant leur apoptose (Mekori et al., 1995). De plus, il a été montré
gue le SCF a un pouvoir chimio-attractant et permet I'adhésion des mastocytes a la matrice
extracellulaire (Hundley et al., 2004). Enfin, I'activation de c-Kit par le SCF peut activer les
mastocytes et par conséquent initier leur dégranulation et la production de cytokines pro-

inflammatoires (Okayama and Kawakami, 2006) (Ray et al., 2010).

b) Meélanocytogenése et pigmentation

Les mélanocytes sont des cellules dendritiques pigmentaires issues de la créte
neurale et situées au niveau de la couche basale de I'épiderme (entre la couche épineuse et
la jonction dermo-épidermique).

Plusieurs études ont mis en évidence le role fondamental de I'axe de signalisation
SCF/c-Kit dans la prolifération, la survie et la migration des mélanocytes, tant durant la vie
embryonnaire que durant la vie adulte (Scott et al., 1994) (Mackenzie et al., 1997) (Wehrle-
Haller, 2003). De plus, il apparait que l'activation de MITF (Microphthalmia-associated
transcription factor) et de la tyrosinase, acteurs essentiels de la mélanogenese, est
dépendante de la signalisation médiée par c-Kit (Luo et al.,, 1995) (Hachiya et al., 2009)
(Phung et al., 2011).

c) Motricité des cellules interstitielles de Cajal

D’origine mésenchymateuse, les cellules interstitielles de Cajal sont localisées au
niveau de la paroi de l'intestin et contrélent la fréquence et la propagation des contractions
intestinales.

c-Kit apparait comme étant un marqueur spécifique de ces cellules et joue un réle

primordial dans leur différenciation (Torihashi et al., 1995) (Sanders et al., 1999) ainsi que
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dans leur fonctionnalité (Ward et al., 1994). Il est a noter que l'injection intrapéritonéale
d’anticorps bloquants dirigés contre c-Kit (ACK2) dans des souris BALB/c sauvages, induit une

altération du pouvoir contractile de I'intestin (Maeda et al., 1992).

d) Gamétogenése

Les cellules germinales primordiales sont des cellules embryonnaires, précurseurs des
gametes males et femelles. L’activation de la signalisation en avale de c-Kit, mais
principalement de la voie PI3K/Akt, permet a ces cellules de migrer le long des cellules
stromales, productrices de SCF, vers les crétes génitales, tout en assurant leur survie et leur
prolifération (Kissel et al., 2000) (Farini et al., 2007) (Gu et al., 2009). Apres la naissance, cet
axe de signalisation est impliqué dans la prolifération, la survie et la différenciation des
spermatogonies ainsi que dans I'entrée en méiose (pour revue Mithraprabhu and Loveland,
2009), mais également dans I'ovogenese, via |'expression de c-Kit par les ovocytes et la

synthése de SCF par les cellules de la granulosa (pour revue Merkwitz et al., 2011).

B. Le couple EPO/R-EPO

1. L’érythropoiétine (EPO)

L’érythropoiétine est une glycoprotéine de 165 acides aminés, d’'une masse
moléculaire de 18kDa, puis de 38kDa lorsqu’elle est glycosylée, donc active (Miyake et al.,
1977).

En 1905, Paul Carnot et son étudiante en these, Clotilde Deflandre ont injecté du
sérum de lapin anémigue dans un lapin normal, et ont observé une augmentation
importante de la production de globule rouge. Le terme d’hémopoiéetine est alors utilisé.

En 1977, la protéine est purifiée a partir d’urine de patients aplasiques (Miyake et al.,
1977), puis clonée en 1985 (Lin et al., 1985) (Jacobs et al., 1985). Ce clonage a permis la
fabrication d’EPO recombinante humaine, toujours utilisée dans le traitement des anémies.

C'est en 1995, que linactivation du géne codant pour I'EPO est réalisée, par
recombinaison homologue (Wu et al., 1995a). Dans ces travaux menés chez la souris, les
auteurs montrent que I'hétérozygotie est viable, alors que I'extinction compléte du gene est
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|étale pour I'animal, entre 13 et 15 jours de gestation. Les foetus présentent une anémie
sévere, due a une absence de CFU-E, alors que des BFU-E sont préservées dans le foie foetal.
Ces résultats montrent le réle majeur de I'EPO dans la prolifération et la différenciation
terminale des érythrocytes, mais également son important role dans la protection des CFU-E

de I'apoptose.

Pendant la vie embryonnaire, la synthése d’EPO se fait dans le foie foetal (Koury et al.,
1993). Chez 'adulte I'EPO est d’origine rénale, principalement synthétisée par les cellules
interstitielles péritubulaires (Koury et al., 1991) (Lacombe et al., 1988). Il existe aussi une
faible production d’EPO soutenue par les hépatocytes (Zanjani et al., 1977).

L'expression et la synthése d’EPO est finement régulée. Elle est sous le controle de
facteurs de transcription, eux-mémes sous le contréle de conditions environnementales.
L’hypoxie, due a une anémie, a l'insuffisance cardiague ou encore a l'altitude, est un des
régulateurs majeurs de la production d’EPO. En effet, celle-ci stimule la synthese d’EPO, et
donc I'érythropoiése.

Le géne de I'EPO présente en sa partie 3’ une région HRE (pour Hypoxia Responsive
Element). En conditions hypoxiques, les facteurs de transcription HIF1 et HIF2 (pour Hypoxia
Inducible Factor) se dimérisent, se fixent a cette région et initient la transcription de I'EPO
(Pugh et al., 1991) (Semenza and Wang, 1992).

La Ferla et al. montre en 2002, qu’un blocage de la signalisation en aval du facteur de
transcription NFKB via un dominant négatif de la protéine inhibitrice IKBa, induit, en
conditions hypoxiques, une augmentation de la synthese d’EPO en réponse aux cytokines
pro-inflammatoires IL-13 et TNFQ (La Ferla et al., 2002).

De plus, des études menées dans la lignée cellulaire hépatique Hep3B ont montré
gue les facteurs de transcription GATA-1, -2 et -3 inhibent la synthése de 'ARNm de I'EPO,
par blocage de son promoteur (Imagawa et al., 1997). Il est a noter que ces trois membres
de la famille GATA sont exprimés dans le compartiment hématopoiétique, et que GATA-1 et

-2 jouent un role majeur dans la différenciation érythroide.
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2. R-EPQ, le récepteur de I’EPO

Le récepteur de I'érythropoiétine, R-EPO, est une glycoprotéine de 507 acides aminés
(D’Andrea et al., 1989) et d’une masse moléculaire initiale de 52kDa, qui, une fois glycosylée,

migre en conditions réduites, a 66kDa (Jones et al., 1990).

Ce récepteur fait parti de la famille des récepteurs de cytokine de classe | (Bazan,

1989) ( ).
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Les récepteurs a cytokine de classe | (aussi appelés récepteurs a hémopoietine) sont des récepteurs
transmembranaires qui présentent tous une partie extracellulaire avec 4 cystéines, impliquées dans
la dimérisation des récepteurs, et un motif WSXWS (ou X est un acide aminé aléatoire), impliqué

dans sa liaison a la cytokine.
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Comme tous les membres de la famille des récepteurs a cytokine de classe |, R-EPO
est divisé en trois domaines (McCaffery et al., 1989):

- un domaine extracellulaire de 223 acides aminés, constitué de deux domaines Ig-like,

de résidus cystéines conservés, permettant la formation de ponts disulfures impliqués dans
la dimérisation du récepteur, de groupements aromatiques et d’'un motif SWXWS, impliqué
dans le repliement du récepteur et caractéristique des membres de cette famille.

- un domaine transmembranaire hydrophobe de 24 acides aminés.

- un_domaine intracellulaire de 236 acides aminés, composé d’une région proximale,

point d’ancrage de Jak2 (Witthuhn et al.,, 1993), et d’'une région distale possédant 8
tyrosines, qui, une fois phosphorylées aprés liaison de I'EPO, deviennent les sites d’ancrage

de différents acteurs de la signalisation en aval du récepteur.

Le récepteur de I'érythropoiétine est faiblement exprimé a la membrane des BFU-E
(Sawada et al., 1990). Son expression est maximale au stade CFU-E (Broudy et al., 1991), puis
diminue progressivement au cours de la différenciation érythroide (Broudy et al., 1991)
(Wickrema et al., 1992).

Mais R-EPO n’est pas uniquement exprimé par les cellules érythroides. En effet, il est
retrouvé a la membrane de certaines cellules cancéreuses, des astrocytes et des neurones
(Juul et al., 1999), des cellules utérines (Yasuda et al., 1998) ou encore des cellules rénales
(Westenfelder et al., 1999).

Le couple EPO/R-EPO est également acteur d’autres mécanismes physiologiques. Par
exemple, dans un contexte ischémique, il favorise I'angiogenése en induisant la sécrétion du
VEGF (Vascular Endothelial Grosauvageh factor) (Nakano et al., 2007). Dans un modéle de
souris sujettes aux AVC (Accident Vasculaire Cérébral), il a été montré que le couple EPO/R-
EPO soutient la neurogenése en stimulant la sécrétion de BDNF (Brain-Derived Neutrophic
Factor) (facteur de croissance permettant la prolifération et la différenciation des neurones
et des synapses) par les cellules endothéliales du cerveau (Shingo et al., 2001) (Wang et al.,

2004).

Enfin, I'invalidation compléte du géne codant le R-EPO, induit un phénotype létal
entre 13 et 15 jours de gestation, et l'invalidation partielle hétérozygote provoque une
anémie sévere comparable a celle due a I'invalidation partielle du géne de I'EPO.
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3. Liaison EPO/R-EPO et signalisation en aval

Contrairement a de nombreux récepteurs de cytokine de classe I, qui sont activés par
homodimérisation faisant suite a la fixation de leur ligand, R-EPO est présent a la membrane
plasmique sous forme d’homodimere (Livnah et al., 1999) (Constantinescu et al., 2001), et sa

signalisation est déclenchée par la fixation de son ligand ( ).
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Le récepteur de I'érythropoiétine (R-EPO) est un récepteur transmembranaire qui une fois activé par
la liaison de son ligand, I'érythropoiétine (EPO) est phosphorylé. Une fois actif, ses tyrosines
phosphorylées 343 et 401 deviennent la plateforme d’ancrage de STATS5, la tyrosine 401 de SHP-2, les
tyrosines 429 et 431 de SHP-1, la tyrosine 464 lie des membres de la famille des Src kinase ainsi que
Grb2 et la tyrosine 479 la sous-unité catalytique de PI3K, p850.

En 1990, Yoshimura et al. construit un mutant du R-EPO ou I'arginine en position 129
est substituée par une cystéine. Cette mutation permet la formation d’un pont disulfure
supplémentaire, conduisant a une modification structurale du récepteur. (Yoshimura et al.,
1990). Ce dernier est alors constitutivement actif, et de fagon intéressante, la substitution de
I'arginine en sérine, proline ou acide glutamique, ne pouvant former de nouveaux ponts
disulfures ne conférent pas au récepteur une activation constitutive (Watowich et al., 1994).

Des études ont montré qu’en absence d’EPO, ce récepteur mutant est capable d’initier la
40
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prolifération des CFU-E (Longmore et al., 1994) (Pharr et al., 1993) et que les souris
I'exprimant de facon ectopique, présentent une érythrocytose et une splénomeégalie
(Longmore and Lodish, 1991) (Longmore et al., 1993).

Ces résultats suggeérent donc que [l'‘activation du R-EPO nécessite son

homodimérisation ainsi que sa réorganisation structurale.

R-EPO n’a pas d’activité enzymatique propre. Dés sa sortie du réticulum
endoplasmique, la forme immature du R-EPO va se lier a la kinase Jak2 (Huang et al., 2001).
Dans un premier temps, cette kinase permet le repliement et le transport du R-EPO jusqu’a
la membrane plasmique, puis, aprés activation du récepteur, elle lui confére une activité
kinase. Il a d’ailleurs été montré que les souris déficientes pour le géne codant Jak2 avaient
un phénotype similaire aux souris déficientes pour le géne codant le R-EPO ou I'EPO, voire

plus drastique. (Neubauer et al., 1998).

Suite a la liaison de I'EPO, le R-EPO change de conformation (Remy et al., 1999). Les
deux domaines intracellulaires se rapprochent, induisant la transphosphorylation de Jak2
(Witthuhn et al., 1993), lui-méme impliqué dans la phosphorylation des huit tyrosines du
domaine intracellulaire de R-EPO (lhle et al., 1993). Une fois phosphorylées, ces tyrosines
deviennent les sites de liaison des premiers acteurs des signalisations en aval du R-EPO.
Parmi les molécules activées par le R-EPO, on retrouve les facteurs de transcription STAT5a
et b, qui se lient aux tyrosines 343 et 401 (Chin et al., 1996) (Quelle et al., 1996), SHP-1 sur
les tyrosines 429 et 431 (Klingmdller et al., 1995), SHP-2 sur la tyrosine 401 (Tauchi et al.,
1996), la sous-unité catalytique de la PI3-K, p85, sur la tyrosine 479 (Miura et al., 1994) et
enfin sur la tyrosine 464, Grb2 et la Src kinase Lyn (Tauchi et al., 1996) ( ).
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A. A la membrane des cellules, le récepteur de I'érythropoiétine est exprimé sous forme de dimere
lié a la kinase Jak2. B. La fixation d’'une molécule d’érythropoiétine entraine un rapprochement des
domaines intracellulaires des récepteurs impliqués. Les deux kinases Jak2 s’activent par
transphosphorylation C. puis vont phosphoryler les résidus tyrosines du récepteur. D. Les protéines
de signalisation s’associent ensuite au R-EPO phosphorylé et sont activées.

La petite protéine Gi est constitutivement liée a la partie C-terminale du R-EPO
(Guillard et al., 2001). Une fois que le récepteur est activé par son ligand, les sous-unités
o et By de la petite protéine Gi se dissocient et se détachent du R-EPO. Des études de la
signalisation en aval du R-EPO ont montré que la sous-unité PByest impliquée dans
I’activation des MAPK, et qu’un récepteur ne pouvant plus lier la petite protéine Gi, est

incapable d’induire les phosphorylations d’Erk1/2 et d’Akt (Guillard et al., 2003).

4. Réqulation de la signalisation EPO/R-EPO

La demi-vie du R-EPO est relativement courte, 90 minutes, et sa phosphorylation en
réponse a son ligand est transitoire, environ 30 minutes (Linnekin et al., 1992) (Miura et al.,

1991).
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Les 8 membres de la famille des SOCS (Suppressor Of Cytokine Signaling) présentent
un domaine SH2 et régulent négativement la voie Jak/STAT. En 1999, des travaux menés sur
des érythroblastes primaires ont mis en évidence la liaison de la protéine SOCS-3 a la
tyrosine 1007 de Jak2 actif (Sasaki et al.,, 1999). Cette liaison bloque partiellement la
signalisation en aval du R-EPO, et est un pré-requis a la liaison de SOCS-3 a la tyrosine 401 du
R-EPO. Cette deuxieme liaison induit un blocage accru de I'activation du récepteur (Sasaki et
al., 2000). La protéine SOCS-1 peut également se lier a la tyrosine 401 du R-EPO. Cette
interaction semble induire un encombrement stérique qui empéche la liaison de STAT5 au
récepteur, et donc son activation (Matsumoto et al., 1997).

L'extinction de la signalisation du R-EPO dépend également de la liaison de la
phosphatase SHP-1 au R-EPO actif, qui induit une déphosphorylation de Jak2 (Jiao et al.,
1996).

Enfin, la protéine Lnk, aussi impliquée dans la modulation de la signalisation de c-Kit
et de Mpl, récepteur de la thrombopoiétine (TPO), abolit I'expression membranaire du R-
EPO (Tong et al., 2005). Les souris déficientes pour le géne codant la protéine Lnk,
présentent une augmentation du nombre de progéniteurs érythroides, et une sensibilité
accrue a 'EPQ, alors que la surexpression de cette protéine induit une apoptose massive des
érythroblastes et inhibe la différenciation cellulaire dépendante de I'EPO (Velazquez et al.,

2002).

L'internalisation et la dégradation du R-EPO est dépendante de son activation par son
ligand. Apres liaison de I'EPO, l'ubiquitine E3-ligase [BTrcp (pour B-Transducin repeat-
containing protein) se lie a la sérine 462 du R-EPO et induit la dégradation partielle du
domaine intracellulaire du récepteur par le protéasome. Il apparait que cette dégradation
soit dépendante de I'activation de Jak2, car I'utilisation d’AG490 (inhibiteur de I’activité
kinase de Jak2) bloque l'interaction entre la BTRCP et le R-EPO (Meyer et al., 2007). Le reste
du récepteur et I'EPO lui méme sont quant a eux dégradés par le lysosome (Walrafen et al.,

2005) ( ).
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Une fois activé par son ligand, le récepteur de I'érythropoiétine va étre poly-ubiquitinilé en partie C-
terminal et partiellement dégradé par le protéasome. La partie non dégradée du récepteur ainsi que
I’érythropoiétine liée a son domaine extracellulaire vont étre en suite dégradé par le lysosome.

C. Synergie R-EPO / c-Kit dans I’érythropoiése

Le SCF et I'EPO sont les deux cytokines majeures de la différenciation érythroide. Le
SCF est impliqué dans le maintien et la prolifération des cellules progénitrices et 'EPO joue
un rble important dans la protection des CFU-E et dans la différenciation terminale des
érythroblastes.

Cependant, ces deux cytokines agissent en synergie. En effet, en 1995, Wu et al. a
montré que des cellules dont la prolifération est dépendante de I'EPO (HCD57), mais qui
expriment c-Kit a leur membrane, sont capables de survivre, et méme de proliférer sous SCF
uniguement. Afin de déterminer le réle essentiel de ces deux récepteurs dans le phénomeéne
observé, les auteurs utilisent des cellules exprimant de maniére ectopique le R-EPO et c-Kit,
et découvrent que la réponse au SCF ne peut se faire que par I'expression simultanée des
deux récepteurs. Enfin, ils meénent des expériences de co-immunoprécipitation et prouvent

I'interaction physique de ces deux protéines (Wu et al., 1995b). De plus, il a été montré que

44



Introduction : Cytokines régulatrices de I’érythropoiese

I’EPO induit la dimérisation et I'activation de c-Kit (Broudy et al., 1998) et, inversement, que

le SCF peut induire la phosphorylation du R-EPO (Jacobs-Helber et al., 1997).

Les SFK (Src Family Kinase) sont essentielles a cette synergie. En effet, lorsque les
tyrosines 568 et 570 de c-Kit (qui lient des membres de la famille des Src kinases) sont
inactivées, c-Kit et R-EPO ne peuvent plus coopérer, alors que lorsque les tyrosines
impliquées dans la signalisation PI3K sont mutées, les cellules ne présentent qu’une
altération modeste de la synergie (Tan et al., 2003). En 2002, Miller et al. a construit des
mutants du R-EPO dépourvus de leur portion intracellulaire. Les analyses d’incorporation de
3H-thymidine, reflétant de maniére quantitative la prolifération cellulaire, montrent que la
synergie R-EPO/c-Kit est deux fois moins importante lorsque le récepteur ne peut signaler

(Miller et al., 2002).

Enfin, et d’'un point de vue fonctionnel, I'implication de cette synergie apparait
essentielle, in vivo, au stade de la CFU-E ou méme avant. En 1997, I’équipe de Lodish met en
culture des progéniteurs érythroides issus de souris déficientes pour le gene codant le R-EPO
et leur font exprimer de fagcon ectopique un R-EPO sauvage. Ces cellules, qu’elles aient été
ou non en présence de SCF in vivo, ont besoin d’EPO et de SCF pour proliférer, alors que des

progéniteurs érythroides issus des souris contrdles n’ont besoin que d’EPO (Wu et al., 1997).
Bien que les arguments formels manquent, ces données suggerent une interaction

entre les récepteurs. Une altération de cette interaction pourrait réduire les capacités de

différenciation des cellules érythroides.
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IV.

La biogenése des ribosomes : une machinerie essentielle a

I’érythropoiéese

Le ribosome est une machinerie complexe dédiée a la traduction des ARN messagers

en protéines.

Afin de faire face a la production de 2.10" globules rouges par jour, les
érythroblastes ont constamment besoin de renouveler rapidement leur stock de protéines.
Cependant, au cours des étapes tardives de maturation, ils synthétisent de moins en moins

de protéines, jusqu’a I'arrét total de toute néo-synthése, précédant I’expulsion du noyau.

Ces observations suggerent donc que la biogenése des ribosomes pourrait jouer un

role régulateur de la différenciation des érythroblastes.

A. Généralités sur la biogenése du ribosome

Conservé au cours de I'évolution, le ribosome est une structure ribonucléoprotéique
asymétrique composée d’une grande sous-unité 60S, et d’une petite sous-unité 40S.

La grande sous-unité 60S est composée de 49 protéines ribosomiques, appelées Rpl,
pour Ribosomal protein large, et des ARN ribosomiques (ARNr) 28S, 5.8S et 5S. La petite
sous-unité 40S est composée de 33 protéines ribosomiques, appelées Rps, pour Ribosomal
protein small, et d’un seul ARNr, le 18S.

La maturation des ARNr et I'assemblage du ribosome se déroule principalement dans

le nucléole ( ).

Les ARNr 28S, 18S et 5.8S sont issus d’un long précurseur polycistronique appelé pré-

47S, provenant d’ADNr transcrits par I’ARN polymérase |, alors que I’ARNr 5S est transcrit

par I’ARN polymérase Il
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Le ribosome est composé d’une grande sous-unité 60S et d’une petite sous-unité 40S. La sous-unité
60S contient les ARNr 5.8S, 28S et 5S. La sous-unité 40S contient I’ARNr 18S. Une fois matures, les
ARNr forment les deux sous-unités ribosomiques qui s’assembleront dans le cytoplasme.

La maturation des ARNr 28S, 18S et 5.8S est un processus complexe qui nécessite
I’excision de domaines spécifiques de ’ARNr pré-47S, appelés ITS1 et 2 (Internal Transcribed
Spacer) et ETS-5’ et 3’ (External Transcribed Spacer) ( ).

Le premier clivage intervenant dans cette maturation a lieu au niveau du 5-ETS du
pré-47S, et donne naissance au pré-45S’. Celui-ci est ensuite clivé en ITS1, générant alors le
pré-30S et le pré-32S. Le pré-30S est amputé de sa partie 5’ puis de sa partie 3’, donnant
successivement naissance aux pré-21S, -18SE et enfin a ’ARNr mature 18S. Le pré-32S est
qguant a lui clivé au coeur de I'ITS2, générant ainsi ’ARNr mature 28S et le pré-12S, qui
donnera I’ARNr mature 5.8S aprées excision de I'ITS2.

En 1993, Hadjiolova décrit une autre cinétique de maturation du pré-455’. En effet,
un clivage alternatif du pré-45S’, au niveau du 5°-ETS et non de I'lTS1, donne naissance a un

pré-41S, qui, une fois clivé dans I'lITS1, engendre les pré-30S et -32S (Hadjiolova et al., 1993).
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Il est a noter que ce clivage différentiel initiant les deux voies de maturation du pré-
ARNr 455’ est aléatoire. Cependant, I'étude précise de la maturation des ARNr sur des
cellules Hela (lignée cellulaire de cancer de col de l'utérus, modele type de I'étude des
ribosomes) montre, qu’en conditions normales, les ARNr pré-30S et -32S sont plus

accumulés que le pré-41S (O’'Donohue et al., 2010).
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La biogenese du ribosome se déroule majoritairement dans le nucléole. La sous-unité 60S contient
les ARNr 5.8S, 28S et 5S et la sous-unité 40S contient I’ARNr 18S. Les ARNr 28S, 18S et 5.8s sont issus
de la transcription d’ADNr par I’ARN polymérase |, dans le nucléole, et '’ARNr 5S est transcrit par
I’ARN polymérase Il dans le noyau.

Les particules pré-60S et pré-40S sont ensuite exportées de maniere active dans le
cytoplasme (Gleizes et al., 2001) et vont de nouveau subir des modifications, comme par
exemple le clivage du pré-ARNr 18S-E, permettant la formation de I"ARNr mature 18S
(Rouquette et al., 2005) ainsi que la dissociation des protéines non ribosomiques impliquées

dans I'assemblage et I'export nucléaire.
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Une fois leur maturation achevée, les sous-unités 40S et 60S s’assemblent pour

former un ribosome mature et ainsi permettre la synthése protéique.

B. Conséquences d’un défaut de biogenése des ribosomes en pathologie

humaine

La découverte de mutations/délétions germinales touchant des génes codant des
protéines ribosomiques ou des régulateurs de la biogenése des ribosomes, a contribué a la
mise en évidence de ribosomopathies constitutionnelles ou acquises. Ces pathologies se
caractérisent par I'association d’un syndrome malformatif et d’anomalies de la numération
sanguine. La physiologie de ces pathologies souligne I'importance de la biogenese des

ribosomes dans I"érythropoieése.

1. Ribosomopathies constitutionnelles

Le processus de maturation des ribosomes fait intervenir de nombreuses protéines
non ribosomiques, et certaines ribosomopathies constitutionnelles sont la conséquence de

mutations dans les génes codant ces protéines régulatrices de la biogenése du ribosome

( )-

Parmi ces pathologies, le syndrome Schwachman-Diamond (SDS) se définit par des
anomalies ou insuffisances hématopoiétiques, pancréatiques ou endocrines. De plus, les
patients atteints de ce syndrome présentent des défauts de fonctionnement des
lymphocytes T ainsi qu’une propension aux leucémies. En 2003, Boocock et al. montre que
cette pathologie résulte d’'une mutation bi-allélique touchant le géne codant la protéine
SBDS (Shwachman-Bodian-Diamond Syndrome) (Boocock et al., 2003). Cette protéine,
localisée dans le nucléole (Austin et al., 2005), est impliquée dans la maturation tardive de la
sous-unité 60S du ribosome, ainsi que dans |’association des deux sous-unités (Burwick et al.,

2012).
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La biogenese des ribosomes est un processus complexe faisant intervenir de nombreuses protéines
ribosomiques et non ribosomiques. Les ribosomopathies sont des pathologies associées a un défaut
de fonctionnement du ribosome. Celles-ci peuvent étre la conséquence d’'une délétion ou d’une
mutation de génes codant des protéines ribosomiques ou non ribosomiques, impliquées a n’'importe

quels stades de la maturation du ribosome. Facteurs de transcription ; Rps ; Rpl ; @
protéines non ribosomiques ; CIAN : Cirrhose Infantile de Indiens d’Amérique du Nord ; ANE :
Syndrome d’Alopécie, de défauts Neurologiques et d’Endocrinopathie.

L’anémie de Blackfand-Diamond (ADB) est une anémie congénitale décrite en 1938.
Cette pathologie rare (environ 4 a 5 cas pour 1.10° naissances) associe une anémie d’origine
centrale, avec des anomalies cranio-faciales, cardiaques, des membres et du systéme
urogénital, et une prédisposition accrue aux cancers (Vlachos et al., 2008).

En 1999, Draptchinskaia et al. met en évidence la présence d’'une mutation
hétérozygote dans le gene codant la protéine Rps19, de la petite sous-unité 40S du ribosome
(Draptchinskaia et al., 1999). Depuis, de nombreuses autres mutations touchant des genes
codant des protéines de la grande ou de la petite sous-unité du ribosome ont été décrites.

Parmi les protéines ribosomiques touchées, on retrouve Rpll1, Rpl5, RpI35A, Rps24, Rpsl7,
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Rps7, Rps26 ou encore Rps10 (Gazda et al., 2006) (Cmejla et al., 2007) (Farrar et al., 2008)
(Gazda et al., 2008). Dans la majorité des cas, ces mutations aboutissent a une
haploinsuffisance, correspondant a I’expression d’un seul allele (Boria et al., 2008).

Les mutations touchant des genes codant des Rps induisent majoritairement un
défaut de maturation des ARNr et d’assemblage des deux sous-unités du ribosome, alors
gue les mutations touchant des génes codant des Rpl induisent une diminution de synthese
de la grande sous-unité, débouchant sur une réduction de la production de ribosomes.

A ce jour, il a été montré que la moitié des patients atteints d’ADB présente une
mutation touchant un gene codant une protéine ribosomique. Parmi ces patients, 50%

présentent une des 77 mutations décrites de Rps19. (Campagnoli et al., 2008).

L’étude des anémies constitutionnelles a permis de comprendre la physiopathologie

d’une anémie acquise, le syndrome 5g-.

2. Une ribosomopathie acquise : Le syndrome 5q-

Selon la classification de I'Organisation Mondiale de la Santé de 2008, les syndromes
5g- sont un sous type de syndromes myélodysplasiques de faible risque. Cette pathologie
touchant les femmes agées, se caractérise par une hypoplasie érythroide, liée a un défaut de
différenciation et a un excés d’apoptose des érythroblastes, et par un faible risque de

transformation en leucémie aigiie myéloide (Vardiman et al., 2002).

En 1974, Van den Berghe observe, chez cinq patients, un raccourcissement du bras
long du chromosome 5. En 2002, Boultwood montre que ce raccourcissement correspond a

la délétion de 40 genes en position 5gq33.1 (Boultwood et al., 2002).

En 2008, Ebert et al. met en place une stratégie d’ARN interférence dirigée contre ces
40 genes afin de déterminer quel(s) géne(s) est (sont) impliqué(s) dans la pathologie. Les
résultats obtenus montrent que linhibition de I'expression de Rpsl4 mime les défauts
hématopoiétiques retrouvés chez les patients, et que la surexpression de cette protéine
dans des cellules de patients, restaure le phénotype érythroide normal. Contrairement aux
shARN contrdles, les shARN ciblant I'expression de Rpsl14 induisent une accumulation de
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I’ARNr pré-30S, ainsi gu’une diminution de la sous-unité 40S et du ribosome mature (Ebert
et al., 2008). La méme année, Pellagati et al. montre que les patients atteints du syndrome

59- ont une expression diminuée de moitié de Rps14 (Pellagatti et al., 2008).

Enfin, McGowan et al. a mis en évidence une altération de |'expression de genes
codant des protéines ribosomiques de la petite ou de la grande sous-unité du ribosome,
chez des patients porteurs de SMD de faible risque non 5g- (McGowan et al., 2011).

Ces résultats suggerent donc que les SMD pourraient également étre la conséquence

d’une altération de la maturation des ribosomes.

C. Conséguence d’un défaut de biogenése des ribosomes : Activation de

p33

1. La protéine p53 et sa réqulation par HDM2

La protéine p53 est un facteur de transcription impliqué dans le contréle de la
réparation de I’ADN, du cycle cellulaire et de I'apoptose, d’ou son nom de « gardien du
génome » (Lane, 1992). Elle est stabilisée et activée en conditions de stress telles que
I’"hypoxie, les chimiothérapie ou encore le stress oxydatif (Levine and Oren, 2009).

HDM?2 (Human Double Minute 2), et son orthologue murin MDM2 (Mouse Double
Minute 2), est le principal régulateur négatif de p53.

Dans un premier temps, linhibition de p53 par HDM2 se déroule dans le
compartiment nucléaire, o HDM2, en se fixant au domaine transactivateur de p53, bloque
son role transcriptionnel tout en initiant son export (Gu et al., 2001). Dans le cytoplasme,
HDM?2 joue un réle d’ubiquitine E3-ligase, en induisant la polyubiquinynation de p53, et par

conséquent sa dégradation par le protéasome (Yang et al., 2004).
La stabilisation de p53, en réponse a des sighaux néfastes endogénes ou exogenes,

peut étre due a l'inhibition de la formation du complexe p53-HDM2, ou a sa dissociation

apres phosphorylation de p53 (Meek, 1999).
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2. p53 et stress ribosomigque

Le stress ribosomique, est la conséquence d’'un défaut de biogenése du ribosome,
pouvant affecter la maturation des ARNr et/ou des particules pré-40S et pré-60S, ainsi que

I'assemblage des sous-unités matures du ribosome.

De maniére générale, lors d’un stress ribosomique, certaines protéines ribosomiques
s’accumulent de maniére anormale dans le cytoplasme. En se liant a HDM2, celles-ci
empéchent la formation du complexe HDM2/p53, et induisent par conséquent la
stabilisation de p53.

Rplll fut la premiere protéine ribosomique impliquée dans ce mécanisme
moléculaire. En effet, en 2003, deux groupes montrent simultanément que Rpl11 peut se lier
a HDM2, inhibant ainsi la formation du complexe HMD2/p53, et induisant par conséquent la
stabilisation de p53 (Zhang et al., 2003) (Lohrum et al., 2003). Puis, il a été montré que
I'expression a I'état hétérozygote des génes codant les protéines Rps6, -s7 ou -s23, induit
une accumulation anormale de Rplll dans le cytoplasme ainsi que l'activation de p53
(Fumagalli et al., 2009) (Holzel et al., 2010). Depuis, il a été montré que Rpl23, -I5, -127 et
-s27 peuvent également se lier a HDM2 et induire la stabilisation de p53 (Jin et al., 2004)
(Dai and Lu, 2004) (Chen et al., 2007) (Xiong et al., 2011).

Cependant, la stabilisation de p53 peut également étre indépendante de HDM2. En
effet, il a été montré que Rps3 peut se lier directement a p53, bloquant ainsi sa dégradation
(Yadavilli et al., 2009). De plus, Rpl26 est capable de se fixer a la région 5’-UTR (UnTranslated

Region) de I’ARNm de p53, augmentant ainsi son taux de traduction (Takagi et al., 2005).

In vivo, le phénotype de poissons-zébres déficients pour les genes codant les
protéines Rps7 et Rpsl9, associe des défauts hématopoiétiques et des retards de
développement, comparables a la physiopathologie des patients atteints d’ADB, et
imputables a une stabilisation de p53 (Duan et al., 2011)

Dans un modeéle de cellules hématopoiétiques immatures CD34" humaines, Dutt et
al. a montré que I’haploinsuffisance de Rps19, provoque un arrét du cycle cellulaire en phase
GO0/1, di I'accumulation et la stabilisation de p53 (Dutt et al., 2011).
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V.

Erythropoiese pathologique des syndromes myélodysplasiques

de faible risque non 5¢g-

Au cours de ce travail, nous nous sommes intéressés aux SMD avec dysérythropoiese,

incluant les syndromes 5g- et 80% des SMD non 5q-.

A. Définition et épidémiologie

Les SMD forment un groupe hétérogéne de pathologies oligoclonales de la cellule
souche hématopoiétique, se caractérisant par une hématopoiese inefficace, aboutissant a
des cytopénies périphériques, contrastant avec une moelle osseuse riche.

Ces pathologies touchent préférentiellement des sujets agés (I’age médian étant
supérieur a 65 ans), avec une légere prédominance masculine (1.5 sujets masculins pour 1
sujet féminin). L'incidence des SMD est de 4 a 5 cas pour 100 000 habitants par an, chez des
sujets agés de moins de 70 ans, et de 70 a 80 cas pour 100 000 habitants par an chez des

sujets de plus de 70 ans.

B. Classification et score de pronostic

Depuis 2008, la classification OMS a remplacé la classification FAB (pour French

American British) décrite en 1982.

1. La classification OMS

Cette classification des syndromes myélodysplasiques, publiée par I'Organisation
Mondiale de la Santé (OMS), prend en compte les caractéeres morphologiques et
cytogénétiques des cellules hématopoietiques, ainsi que le pourcentage de blastes dans la
moelle osseuse (Vardiman et al., 2009). Elle différencie les SMD de faible risque et les SMD
de haut risque et ne prend pas en considération les Leucémies Myélo-Monocytaire

Chroniques (LMMC) ( ).
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% sidéroblastes

Risque M % blaste (M ysplasie
i oMmS % bl (MO) (MO) dysplasi
Anémie Réfractaire (AR) <5% <15%
Anémie réfractaire avec
Cytopénies réfractaires a sidéroblastes en couronne (ASIA) <% <15%
dysplasie unilignée Une seule lignée
(CRDU) Neutropénie Réfractaire (NR) <5% <15%
Thrombopénie Réfractaire (TR) <5% <15%
; " CRDM sans sidéroblastes en
Faible risque Cytopénies réfractaires a couronne (CRDM-RS) <5% <15%
dysplasie multilignée o ld&robi > 2 lignées
(CRDM) RDM avec sidéroblastes en o o
couronne (CRDM+RS) <% >15%
Syndromes 5g- <5% <15% Anomalie 5q
Anémie réfractaire avec exces de blastes de type 1 (AREB-1) 5-9% <15% Une Tik;r:)éizleurs
Syndromes myélodysplasiques inclassables (MDS-U) <5% <15% Une seule lignée
Anémie réfractaire avec exces de blastes de type 2 (AREB-2) 10-19% <15% Une ou plusieurs

lignées
Haut risque

Leucémie aigué myéloide secondaire (LAM) >20%

Parmi les SMD de faible risque, on distingue les cytopénies réfractaires a dysplasie
unilignée (CRDU) ou multilignée (CRDM), les syndromes 5g- et les SMD inclassables (SMD-U),
qui présentent tous un pourcentage de blastes dans la moelle inférieur a 5%. Les CRDU
regroupent les anémies réfractaires (AR), les anémies réfractaires avec sidéroblastes en
couronne (ASIA), les neutropénies réfractaires (NR) et les thrombopénies réfractaires (TR).
Les CRDM sont subdivisées en deux sous-groupes, selon la présence (CRMD+RS) ou I'absence
(CRMD-RS) de sidéroblastes en couronne. Les anémies réfractaires avec excés de blastes de
type 1 (AREB-1), ayant un pourcentage de blastes dans la moelle osseuse, compris entre 5%

et 9%, sont également considérées comme des SMD de faible risque.

Les anémies réfractaires avec exces de blastes de type 2 (AREB-2), comptant entre
10% et 19% de blastes dans la moelle et les LAM secondaires, avec plus de 20% de blastes

dans la moelle, sont considérées comme des SMD de haut risque.
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2. Epidémiologie, pronostic et score IPSS

Certains traitements anticancéreux, ou produits chimiques, précédent parfois
I"apparition d’un SMD, alors considéré comme secondaire. En effet, certains agents
alkylants, comme le melphalan ou le cyclophosphamide peuvent augmenter de 100 fois les
risques de développer un SMD (Pedersen-Bjergaard et al., 2002). Des agents chimiques,
comme le benzéne ou des solvants organiques, paraissent également favoriser les SMD, ainsi
que le tabagisme, I'obésité et certaines pathologies constitutionnelles comme la maladie de

Fanconi (Ma et al., 2009), (Mehta et al., 2010).

La majorité des SMD sont primaires ou de novo, et 30% des patients porteurs d’un

SMD développent une LAM secondaire.

Le score IPSS-R (International Prognostic Scoring System-Revised) permet de
déterminer le risque évolutif de la pathologie et de prédire la survie des patients, selon 5
catégories ( ). Ce score prend en compte le pourcentage de blastes dans la moelle
osseuse, le caryotype et le nombre de cytopénies périphériques (Hb<10g/dL, poly-

neutro<1.8G/L ou plaquette < 100G/L) (Schanz et al., 2011) (Greenberg et al., 2012).

Des anomalies cytogénétiques sont observées chez 50% des patients. En effet, 20%
des patients porteurs d’'un SMD présentent des anomalies del(5q), 15% une monosomie 7 ou
une del(7q), 10-15% ont une trisomie 8, et dans 10% des cas une del(Y).

Le caryotype peut également étre « complexe ».
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Risk Score Cytogentic abnormalities BM blast %
0 -Y, del(11q) <2%
1 Normal, del(5q), del(12q), del(20q), 2-5%

double including del(5q) °
del(7q), +8, +19, i(17q), o
2 any another single or double independent clones S
-7,inv(3)/t(3q)/del(3q), double including -7/del(7q),
3 . >10%
complex: 3 abnormalities
4 Complex: >3 abnormalities
o zaz Very good Good
cytogénétique
0 1
% blastes médullaires = S50
0 2
>10 <10
Hb 0 ;
>0.8 <0.8
ANC 0 1
—— >100 <100
plaq 0 1

C. Physiopathologie des SMD

IPSS-R groups
Very low
Low

Intermediate

High

Very high

Int Poor
4 6

11-20 21-30
4 6

Risk score

SHIED

>1.5-3

>3-4.5

>4.5-6

>6

Very poor
8

Survival
(years)

8.8
53
3.0
1.6

0.8

La physiopathologie des SMD n’est pas encore bien connue. De fagon générale,

I'apparition d’un SMD peut s’expliquer par des anomalies de I’environnement médullaire ou

par des anomalies intrinseques de la CSH, conduisant a un défaut de prolifération et a un

exces d’apoptose des érythroblastes.

1. Anomalies clonales de la cellule souche hématopoiétique :

C'est en 1989, via des études d’inactivation du chromosome X, que le caractére

clonal des SMD a été mis en évidence (Janssen et al., 1989). Au début des années 2000, deux

études portant sur des patients porteurs d’'un SMD ayant une del(5g) ou une trisomie 8,

mettent en évidence une anomalie clonale de la CSH, se traduisant par des défauts de

prolifération, de survie et de différenciation (Nilsson et al., 2002)(Nilsson et al., 2000).
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Sur le plan fonctionnel, les cultures a long terme de type LTC-IC de progéniteurs issus
de patients myélodysplasiques ou de sujets controles, ont montré que la CSH pathologique

perd ses capacités d’auto-renouvellement (Sato et al., 1998).

Le caractere oligoclonal de la pathologie a récemment été démontré via des
techniques de séquencages nouvelle génération. Aux stades précoces de la maladie, les
patients présentent deux clones moléculaires différents alors qu’au stade de transformation
en LAM secondaire, trois clones peuvent étre détectés. Ces clones pathologiques peuvent
présenter une ou plusieurs mutations. Parmi les genes régulierement mutés, les genes TET2,
ASXL1 ou encore IDH1/2, qui codent pour des régulateurs épigénétiques de la transcription,
conferent a la CSH un avantage sélectif et contribue a la dérégulation de I'hématopoiese.
D’autres mutations fréquemment retrouvées chez les patients porteurs d’'un SMD touchent
des génes du splicéosome, comme par exemple SF3B1, SRSF2 ou encore ZRSR2. Ces
mutations semblent contribuer a la modification du phénotype pathologique. Par exemple,
les mutations affectant le gene SF3B1, sont pratiqguement toujours associées a la présence

de sidéroblastes en couronne (pour revue, Raza and Galili, 2012).

2. Apoptose des progéniteurs médullaires

En 1995, I'étude de biopsies médullaires issues de patients atteints de SMD, montre
pour la premiére fois une apoptose massive des précurseurs hématopoiétiques (Raza et al.,
1995). Depuis, de nombreux travaux ont porté sur le sujet, et plusieurs voies de signalisation
sont aujourd’hui impliquées, comme par exemple la signalisation Fas/Fas-L.

En effet, il a été montré que I'expression anormale du récepteur Fas dés le début de
la différenciation érythroide, est corrélée avec une augmentation de |'apoptose des
érythroblastes matures, qui expriment Fas-L (Claessens et al., 2002). En revanche,
I’expression ectopique d’un dominant négatif de la protéine adaptatrice de Fas, FADD (Fas-
Associated protein with Death Domain), dans des érythroblastes immatures issus de patients
atteints de SMD, permet de restaurer 50% du phénotype apoptotique des cellules, tout en

facilitant leurs croissance, sans perturber leur différenciation (Claessens et al., 2005) (

).
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A. Les érythroblastes acidophiles expriment Fas-L a leur surface, qui interagit avec son récepteur Fas
exprimé par les proérythroblastes ou les érythroblastes basophiles. B. La fixation de Fas-L a son
récepteur Fas induit sa trimérisation et le recrutement de FADD et de la pro-caspase 8. Ce complexe
aboutit a I'activation de la caspase 8 et a I’activation des caspases effectrices 3 et 7, ou de la caspase
9 via la voie mitochondriale, mettant en jeu le cytochrome C et Apaf-1.

Les protéines de la famille Bcl-2 (comprenant des membres pro-apoptotiques, tels
gue Bax, Bad, Bak, Bik, Bid et Bcl-Xs, et des membres anti-apoptotiques, tels que Bcl-2, Bcl-xL
et Mcl-1) jouent également un role important dans I'apoptose des précurseurs érythroides
des patients atteints de SMD. En effet, a des stades précoces de la maladie, la quantité de
protéines pro-apoptotiques, telles que Bax et Bad, augmente au détriment de la quantité de

protéines anti-apoptotiques, telles que Bcl-2 et Bcl-xL (Parker et al., 1998).

3. Défaut de différenciation érythroide

Une des caractéristiques communes des SMD de faible risque avec dysérythropoiese,

est le défaut d’expression de marqueurs érythroides tel que la glycophorine A (GPA -
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CD235a). Récemment, il a été montré que cette anomalie est liée au clivage prématuré du
facteur de transcription érythroide GATA-1, par les caspases. En effet, dans les
érythroblastes normaux en fin de différenciation, la protéine de choc thermique Hsp70 est
relocalisée dans le noyau et protege GATA-1 du clivage. En condition pathologique, Hsp70
n’est pas relocalisée dans le noyau, GATA-1 est donc clivé et ne peut alors plus assurer la
transcription de genes érythroides, nécessaires a la différenciation terminale. (Frisan et al.,

2012) ( ).

controle

cytoplasme cytoplasme

ﬁ geénes érythroides \ génes érythroides
N D
OO o voco@ o

En fin de différenciation érythroide, Hsp70 est normalement relocalisée dans le noyau et protege
GATA-1 du clivage par les caspases. En cas de SMD, Hsp70 n’est plus relocalisée, GATA-1 est clivé et
n’assure plus la transcription de génes nécessaires a la différenciation érythroide.

4. Implication des cytokines réqulatrices de I’érythropoiése dans

la physiopathologie des SMD

a) EPO/R-EPO

La dysplasie observée chez les patients atteints de SMD ne semble pas étre corrélée a
un défaut de signalisation en aval du récepteur de I'érythropoiétine. En effet, en 1996, deux
groupes ont montré qu’a la surface des progéniteurs érythroides issus de patients porteurs
d’'un SMD de faible risque, le récepteur de I'érythropoiétine est correctement exprimé
(Backx et al., 1996) et qu’il ne présente aucune mutation (Mittelman et al., 1996). Des

études menées sur des érythroblastes cultivés ont montré que la phosphorylation d’Akt et
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de Erk1/2 est comparable chez les patients et chez les témoins, ainsi que la phosphorylation
du facteur de transcription Foxo3A. (Claessens et al., 2002). En revanche, des analyses sur
des moelles totales fraiches ont permis de mettre en évidence une altération de la
phoshorylation de Erk1/2 chez des patients porteurs d’'un SMD et résistants a I'EPO (Frisan et
al., 2010) (Spinelli et al., 2012).

b) SCF/c-Kit

L'implication du SCF et de son récepteur c-Kit dans la physiopathologie des SMD n’est
a ce jour pas encore établie.

En effet, méme si le taux de SCF circulant est identique chez les patients et chez les
sujets sains (Cortelezzi et al., 1999), il a été suggéré que I'expression de c-Kit est augmentée
a la surface des progéniteurs CD34" de SMD comparativement aux progéniteurs normaux
(Maynadié et al., 2002). De méme, des analyses réalisées au laboratoire ont mis en évidence
que dans 30% des cas, c-Kit persiste a la membrane des érythroblastes en différenciation
alors gu’en condition normale, son expression est perdue au fur et a mesure de la
maturation érythroide. Enfin, trés récemment, il a été montré que les souris déficientes pour
le géne codant la protéine Smap1, impliquée dans le processus d’endocytose via les puits de
clathrine, ont une accumulation intracellulaire anormale de c-Kit et développent avec I'age
une anémie associée a une dysplasie médullaire comparable a un SMD (Kon et al., 2013).

Ces résultats suggerent donc un role pour |'expression ectopique de c-Kit dans

I"apparition d’'un SMD.
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I. Contexte scientifique

Chez 'Homme, de nombreuses pathologies sont associées a une activité anormale de
c-Kit. Dans le cas de pathologies associées a une activation constitutive de c-Kit, le
traitement est basé sur l'utilisation d’agents pharmacologiques a titre d’inhibiteur de

tyrosine kinase. L'exemple de I'imatinib sera développé ci-apreés.
Au cours de cette partie de mon travail de thése, nous nous sommes intéressés a

I'impact de I'imatinib sur un récepteur c-Kit sauvage, non activé par son ligand le SCF, dans

un contexte de cellules érythroides.

A. c-Kit et pathologies

Des modulations de la signalisation en aval de c-Kit sont impliquées dans de
nombreuses pathologies. Ces anomalies de signalisation peuvent étre le résultat de
différents mécanismes, comme ['‘apparition de boucles de régulation autocrine de
production de SCF ou la présence de mutations génétiques (activatrices ou inhibitrices)

touchant la séquence nucléotidique du récepteur c-Kit lui-méme.

1. Boucle d’activation autocrine

L’activation non contrdlée de la signalisation en aval du récepteur c-Kit peut étre due
a une boucle autocrine d’activation, résultant d’'une augmentation de production de SCF,
associée ou non a une augmentation de I'expression de c-Kit. Par exemple, 70% des cas de
carcinome pulmonaire a petites cellules (SCLC) présentent une expression importante et
concomitante de c-Kit et du SCF (Hibi et al., 1991), qui contribue fortement a la prolifération
des cellules malignes (Krystal et al., 1996).

De facon moins fréquente, cette boucle d’activation autocrine est retrouvée dans des
cancers cervicaux (Martinho et al., 2008), des cancers du sein (Théou-Anton et al., 2006) et

dans certains cas de cancers gastro-intestinaux (GIST ; pour Gastrolntestinal Stromal Tumor)
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(Hines et al., 1999). Cependant, la majorité des cas de GIST arbore des mutations activatrices

acquises du gene codant c-Kit. Ceci sera développé dans un chapitre ultérieur.

2. Mutations inhibitrices de c-Kit

Les pathologies associées a des mutations inhibitrices de c-Kit sont peu fréquentes.
Le piebaldisme est une pathologie bégnine rare, se caractérisant par des défauts de
pigmentation au niveau du tronc et des cheveux, résultant de I'absence de mélanocytes.
Depuis quelques années, différentes anomalies de c-Kit ont été associées a ce phénotype,
comme par exemple les mutations missense T1859C (Deng et al., 2005) et T619A ainsi que la
duplication T437dup (Wasag et al., 2012), touchant respectivement le TKD et I'ECD du
récepteur.

Toutes ces altérations du gene codant c-Kit semblent aboutir a un blocage de la

signalisation en aval du récepteur.

3. Mutations activatrices de c-Kit

Les mutations activatrices de c-Kit sont les altérations oncogéniques les plus

fréquentes, et peuvent toucher différents domaines du récepteur ( ).

a) Mutations du domaine extracellulaire, exemple des LAM

a CBF

Les Leucémies Aiglies Myéloblastiques (LAM) a Core Binding Factor (CBF) sont un
sous type de LAM caractérisées par une translocation t(8;21) ou une anomalie du
chromosome 16 a titre d’inversion ou de translocation.

Dans le cadre de patients porteurs d’une translocation t(8 ;21), il y a synthése d’une
protéine de fusion AML1-ETO qui agit comme un répresseur transcriptionnel (Nucifora and
Rowley, 1994) (Downing, 1999). Dans les cas présentant une anomalie du chromosome 16,

le géne codant pour le facteur de transcription CBF[ fusionne avec le géne MYH;;. La
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protéine de fusion CBF[3-MYHi; ainsi générée inhibe la différenciation myéloide via la

séquestration de CBF[3 dans le cytoplasme (Hiebert et al., 2001).

NH2
g1 1 [Aou Ins 416-428]
2 LAM CBF, 10%
g2 8 J.A. Pollard, Blood. 2010
123 4 [A419,K5091]
& 5 Mastocytoses cutanée pédiatriques, 44%
g4 6 C. Bodemer, J.Invest.Derm. 2010
7 [Ins 501-502]
Ig5 | 8 | GIST, 10%
9 C.L. Corless, Annu.Rev.Pathol.Mech.Dis. 2008
™ 10 [A557-558, V560G]
1 GIST, 68%
IMD 12 C.L. Corless, Annu.Rev.Pathol.Mech.Dis. 2008
(13 [D816V, D816H]
TK | 14 Mastocytoses adultes, =85%
15 Valent, Cancer Treat.Res. 2008
KID 16 Mastocytoses cutanées pédiatriques, 42%
17 C. Bodemer, J.Invest.Derm. 2010
TK NI 18 Tumeurs a cellules germinales, 26%
F K. Kemmer, AM.J.Pathol. 2010
20 LAM a CBF, 9%
Bl J.A. Pollard, Blood. 2010
21
COOH

Schéma du récepteur présentant la localisation des principales mutations retrouvées en pathologie
humaine. Les % représentent le pourcentage de patients porteurs de la mutation parmi les cohortes
étudiées.

En association avec ces anomalies touchant des facteurs de transcription et bloquant
ainsi le processus de différenciation, environ 50% des patients porteurs d’'une LAM a CBF
présentent des mutations activatrices du récepteur c-Kit. Parmi I’ensemble des LAM, ce sous
type est associé a un pronostic dit « favorable », mais lorsque c-Kit est muté, ce pronostic
devient défavorable et le nombre de rechutes est significativement augmenté (Boissel et al.,

2006) (Pollard et al., 2010).

Les mutations de I'exon 8 de c-Kit (impliquant une insertion ou une délétion des
acides amnés 416 a 428) sont principalement retrouvées dans les LAM a CBF avec une

inversion du chromosome 16. En 2005, Kohl et al. étudie I'impact de ces mutations, en
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utilisant des cellules murines exprimant de facon ectopique des mutants de I'exon 8. Les
résultats obtenus montrent que les récepteurs c-Kit porteurs de ces mutations sont
constitutivement actifs, soutiennent la prolifération cellulaire via la phosphorylation
constitutive des MAPK, et sont associés a un phénomeéne de résistance a |'apoptose. Des
inhibiteurs pharmacologiques de la PI3K ou de Mek1 (respectivement LY294002 et PD98059)
inhibent, dans ce systéme, la prolifération cellulaire dépendante du récepteur muté (Kohl et
al., 2005).

Ces résultats suggerent donc que ces mutations ont un effet pro-prolifératif, di a
I'activation de voies de signalisation en aval du récepteur, et sont directement impliquées

dans le mauvais pronostic des LAM a CBF avec mutation de c-Kit.

De maniere plus rare, 9 % des cas de LAM a CBF présentent une mutation activatrice
du récepteur, touchant un résidu de lI'exon 17, codant pour une partie du domaine

intracellulaire de c-Kit.

b) Mutations du domaine juxtamembranaire, exemple des

GIST

Les GIST sont des tumeurs solides mésenchymateuses, localisées au niveau de la
paroi du tube digestif et pouvant s’étendre jusqu’a I'abdomen, avec possibilité de

dissémination hépatique sous forme de métastases.

C'est en 1998, que le groupe de Kitamura met en évidence des mutations « gain de
fonction » de c-Kit dans les cellules interstitielles de Cajal, chez des patient attients de GIST.
Dans ces travaux, I’équipe a étudié, en immuno-histochimie, I'expression de c-Kit sur des
coupes de tissus et a montré que 94% des patients I'expriment fortement. Suite a cette
analyse, des échantillons d’ADNc, issus de matériel provenant des tumeurs de patients, ont
été isolés et transfectés de fagon stable dans des cellules murines. Les résultats obtenus ont
montré que ces mutations de c-Kit sont associées a un récepteur constitutivement actif
capable de soutenir la prolifération cellulaire, en absence de son ligand. De plus, les souris

nude ayant été greffées avec ces cellules transfectées présentent une croissance tumorale
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statistiquement augmentée en comparaison aux souris controles, gréffées avec des cellules

non infectées ou infectées avec la forme sauvage de c-Kit (Hirota et al., 1998).

Parmi les patients porteurs de GIST, les mutations de c-Kit sont hétérogenes. En effet,
68% des patients présentent une mutation dans I'exon 11, 10% dans I'’exon 9 et 1% dans les
exons 13 ou 17. Néanmoins, chez 8% des patients, aucune mutation de c-Kit n’a pu étre mise

en évidence (Corless and Heinrich, 2008).

De maniere intéressante, lorsque c-Kit présente une mutation missense V560G,
située dans I'’exon 9, son JMD n’interagit plus avec son TKD, ce qui a pour conséquence

I'ouverture constitutive de la poche catalytique du récepteur (Mol et al., 2003b).

En 2004, Duensing et al. a analysé la signalisation en aval de c-Kit sur des cellules
primaires issues de patients atteints de GIST, ainsi que sur des lignées cellulaires présentant
des mutations activatrices du récepteur. Via des analyses de phosphorylation en Western-
Blot, les auteurs ont pu montrer une variation d’expression et d’activation de c-Kit chez les
patients, ainsi qu’une sensibilité au SCF, lorsque la mutation est présente a ['état
hétérozygote. Il apparait également que la phosphorylation de la sérine/thréonine kinase
Akt soit reliée a I'expression de marqueurs de prolifération tels que PCNA (Proliferating Cell
Nuclear Antigen) ou la cycline A. Ceci suggére donc que la signalisation médiée par Akt,
dépendante de c-Kit, est associée au pouvoir pro-prolifératif des cellules tumorales
(Duensing et al., 2004). De facon intéressante, aucun patient ni lignée cellulaire ne présente
la phosphorylation activatrice du résidu tyrosine 694 du facteur de transcription STATS5. Ceci
suggere donc que les acteurs impliqués dans la signalisation de STAT5 en aval de c-Kit ne
sont pas mis en jeu dans ce contexte pathologique.

En 2002, Frost et al. étudie la signalisation en aval du mutant de c-Kit V560G dans un
modele de cellules hématopoiétiques. Les résultats obtenus ne révelent aucune
phosphorylation d’Erk1/2 et d’Akt (Frost et al., 2002), alors que les résultats de I’'étude de
Duensing et al. montrent une activation par phosphorylation de ces deux protéines

(Duensing et al., 2004).
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La signalisation en aval d’'un méme récepteur mutant constitutivement actif, dépend
donc du contexte cellulaire, et semble variable d’un individu a I'autre. Mais des variations
techniques sont également envisageables.

Néanmoins, tous les patients atteints de GIST n’arborent pas de mutations touchant
le gene codant c-Kit. Parmi ceux-ci 5% a 8% présentent une mutation du récepteur a activté
tyrosine kinase de classe Ill, PDGFRQ, qui lui confere également une activité constitutive.

Il est a noter que les mutations activatrices de c-Kit et de PDGFR0O sont mutuellement

exclusives les unes des autres (Corless et al., 2011).

¢) Mutations du domaine intracellulaire, exemple de la

mastocytose systémique

Les mastocytoses forment un groupe hétérogéne de pathologies caractérisées par
une prolifération et une accumulation anormale de mastocytes dans divers organes (Valent
et al., 2012). On distingue les mastocytoses pédiatriques, la plupart du temps bénignes, et

les mastocytoses systémiques de I'adulte, malignes et agressives.

A partir de biopsies de patients adultes atteints de mastocytose, Longley et al.
identifie une mutation activatrice de c-Kit, localisée au niveau du domaine intracellulaire du
récepteur (Longley et al., 1999). Dans la majorité des cas, cette mutation résulte de la
substitution de I'aspartate, en position 816, en valine (D816V) (Valent, 2008) (Lim et al.,
2009). Il existe également d’autres mutations touchant ce résidu aspartate 816, comme les
mutations D816Y et D816F. Ces mutations conférent au récepteur une activité kinase

constitutive, via I'altération permanente de sa conformation.

En 2001, Chian et al. étudie en Western Blot la signalisation en aval de mutants D816
de c-Kit et montre qu’il existe une activation constitutive de la PI3K (Chian et al., 2001). De
fagon paradoxale, cette équipe ne met en évidence aucune phosphorylation de la
sérine/thréonine kinase Akt, alors que son activation dans des cellules primaires de patients
porteurs de la mutation D816V et atteints de mastocytose, a pu clairement étre démontrée
par d’autres équipes (Gabillot-Carré et al., 2006). Les effets anti-prolifératifs d’inhibiteurs
spécifiques de la PI3K (wortamine ou LY249002) ou de mTOR (rapamycin) utilisés dans ces
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deux études semblent montrer que le pouvoir prolifératif des cellules exprimant un mutant

D816 de c-Kit, est di a la signalisation en aval de la PI3K.

De plus, il a été montré que la protéine kinase FES est le principal effecteur de la
prolifération des cellules érythroleucemiques humaines TF-1, exprimant de maniere
ectopique le mutant D816V de c-Kit, ainsi que des mastocytes issus de souris P-815,
présentant la mutation D814Y (mutation murine homolgue de la mutation humaine D816V)
(Voisset et al., 2007). Il est a noter que FES peut se lier a la forme sauvage de c-Kit lorsque
celui-ci est activé par son ligand. Cependant, et contrairement a la forme mutée D816V,
cette interaction ne soutient pas la prolifération des cellules, mais participe a un processus
de migration, pouvant étre assimilé au processus d’envahissement tumoral (Voisset et al.,

2010).

En conditions normales, la stimulation de c-Kit par son ligand induit une activation
modérée de STAT3. Lorsque c-Kit présente une mutation D816, cette signalisation est
fortement augmentée et soutient une prolifération spontanée (Ning et al., 2001a, 2001b).
Dans ce contexte, STAT5S est également fortement activé et retrouvé dans le cytoplasme, ou
il interagit avec la protéine adaptatrice Gab2 et la sous-unité catalytique p85 de la PI3K. Ces
résultats impliquent donc un axe de signalisation oncogénique c-Kit D816/STAT5/PI3K/Akt,
qui soutient la prolifération des cellules tumorales (Harir et al., 2007, 2008) (Baumgartner et

al., 2009).

Cependant, il apparait que la mutation D816V confére au récepteur c-Kit un pouvoir
oncogénique modéré. Une étude a récemment mis en évidence une régulation négative de
ce mutant par les tyrosines 568 et 570, situé au niveau du JMD du récepteur. En effet,
lorsque ce mutant présente une substitution des résidus tyrosines 568 et 570 en
phénylalanines, la croissance cellulaire en milieu semi-solide est renforcée ainsi que sa
capacité a induire des leucémies lorsque les cellules sont injectées a des souris nude (Chaix

etal., 2013).
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B. c-Kit et thérapeutique : les inhibiteurs de tyrosine kinase

Depuis plus de quinze ans, I'industrie pharmaceutique a développé de nombreuses
molécules inhibant la signalisation intracellulaire, a I'origine de la prolifération incontrolée et

de la survie des cellules tumorales, impliquées dans de nombreux modeéles de cancer.

1. Généralités sur les inhibiteurs de tyrosine kinase

Les protéines a activités tyrosine kinase jouent un réle majeur dans la signalisation
intracellulaire. Elles assurent le transfert d’'un groupement phosphate de |'adénosine
triphosphate (ATP), qui se fixe a leurs proches catalytiques, vers les protéines effectrices. En
cas de mutations activatrices, ces tyrosines kinases ont une activité aberrante qui aboutit le
plus souvent a l'initiation incontrolée de voies de signalisation, conduisant a des phénotypes

tumoraux ( ).

récepteur aactivité
tyrosine kinase
milieu extracellulaire

ATP B |

domaine kinase

§;

activation des voies
de signalisation

I\ l% <¢

T\ activationdu o % T

effets biologiques
(incontrolés, en cas de

mutations activatrices)
tyrosine kinase

cytosolique

En se fixant a la poche catalytique d’une protéine a activité kinase, I’ATP initie la transduction du
signal. Les inhibiteurs de tyrosine kinase rentrent en compétition avec I'ATP afin d’inhiber I'activation
de cette signalisation en aval.
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Les inhibiteurs de tyrosine kinase (ITK) sont de petits composés chimiques qui
rentrent en compétition avec I'ATP et se fixent a la poche catalytique de la protéine,

bloquant ainsi sa signalisation.

Au cours de ce travail, nous avons étudié l'imatinib, un ITK issu des premiers

développements de I'industrie pharmaceutique.

2. L’imatinib

a) Description

La Leucémie Myéloide Chronique (LMC) est une hémopathie maligne caractérisée par
la production excessive de cellules granuleuses et par leur persistance dans la moelle
osseuse.

Les patients atteints de LMC présentent une anomalie chromosomique, résultant de
la fusion d’une partie du gene codant la protéine kinase Abelson (Abl), situé sur le
chromosome 9, et une partie du gene codant la protéine Break-Cluster Region (BCR), situé
sur le chromosome 22. Cette protéine de fusion, nommée BCR-Abl, est associée a une
activation constitutive de la kinase Abl, qui est a I'origine de la prolifération massive des

leucocytes.

C’est en 1992 que la société pharmacologique Ciba-Geigy (actuelle Novartis®) met au
point un inhibiteur spécifique de cette protéine de fusion, le STI-571 (Signal Transduction
Inhibitor - 571 ; aussi appelé imatinib, imatinib mésylate, Gleevec®, ou Glivec®), dérivé du 2-

phényl-pyrimidine ( ).

Depuis ses premieres utilisations, ce composé est toujours le traitement de référence

de la LMC.

Cependant, et comme de nombreux ITK, I'imatinib n’est pas spécifique de BCR-Abl, et
inhibe également d’autres protéines a activité tyrosine kinase, telles que c-Kit (Heinrich et

al., 2000) et PDGFR (Buchdunger et al., 2000).
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b) c-Kit et imatinib

En 2001, le Dr George Demetri teste avec succes l'imatinib sur une patiente
finlandaise atteinte de GIST avec une mutation V560G de c-Kit (Joensuu et al., 2001)

(Demetri et al., 2002).

En condition normale, sans SCF, le récepteur c-Kit est dans une conformation auto-
inhibée. Celle-ci se traduit par I'interaction de son JMD avec son TKD, bloquant ainsi I'acces a
la poche catalytique. Lorsque c-Kit est stimulé par son ligand, le JMD n’interagit plus avec le
TKD, libérant alors I'acces a la poche catalytique (Mol et al., 2003b).

L’étude cristallographique du complexe formé par le récepteur c-Kit sauvage et
I'imatinib, montre que ce dernier vient se loger dans la poche catalytique de c-Kit quand
celui-ci est sous sa conformation inactive. En créant des ponts hydrogenes avec la cystéine
673, la thréonine 670 et I'asparagine 810, I'imatinib induit un mouvement du JMD et crée sa
rupture avec le TKD, permettant alors le libre acces a la poche catalytique (Mol et al., 2004)

( )-

A. Structure chimique de [l'imatinib. B. Modélisation cristallographique du complexe c-Kit
sauvage/imatinib (en violet) (Mol et al., 2004).

72



Résultats | : Impact de I'imatinib sur c-Kit

c) Meécanismes de résistance, exemple du mutant T670/

De par son schéma d’activation, il apparait que I'imatinib ne soit pas le traitement
optimal de toutes les pathologies présentant une mutation activatrice de c-Kit. En effet, les
mutations touchant la boucle d’activation du récepteur, bloquent ce dernier sous forme

active, et abolissent ainsi I'effet de I'imatinib (Frost et al., 2002) (Foster et al., 2004).

En 2004, Tamborini et al. montre que des patients atteints de GIST avec mutation
V560G de c-Kit, traités a I'imatinib mais non répondeurs, présentent une autre mutation de
c-Kit. Cette mutation touche le site de fixation de I'imatinib, et conduit a la substitution de la
thréonine, en position 670, par une isoleucine (Tamborini et al.,, 2004). Cette mutation
T670I, dit mutation « gate-keeper », induit la déformation de la poche catalytique ainsi que
la perte d’'un pont hydrogéne formé par |'imatinib avec le récepteur c-Kit sauvage. Des
analyses biochimiques montrent que ce mutant est totalement insensible a l'imatinib

(Tamborini et al., 2006).

A ce jour, I'implication et les mécanismes d’action des ITK sur la forme sauvage de c-

Kit reste inexplorée.

Il. Introduction de I’étude

Durant les premiéeres étapes de la différenciation érythroide, le SCF, en induisant
I’activation de son récepteur c-Kit, soutient la survie, la prolifération et la différenciation des
cellules érythroides. En conditions physiologiques, c-Kit est fortement exprimé a la surface
des cellules érythroides immatures, puis son expression diminue progressivement avec
I"apparition de cellules de plus en plus matures. Au laboratoire, des études préliminaires de
cytométrie en flux, ont pu mettre en évidence que dans 30% des cas de syndromes
myélodysplasiques de faible risque, c-Kit persiste a la membrane des érythroblastes en fin de

maturation. Dans plusieurs cultures ex vivo de cellules de patients, cette observation a été
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reliée a un retard d’acquisition de marqueurs de différenciation érythroide, tels que le

récepteur a la transferrine (CD71) et la GPA (CD235a).

En imaginant que cet ITK pourrait moduler I'expression du récepteur c-Kit sauvage, et
en partant de I'hypothése que I'inhibition de ce dernier favoriserait I'entrée des
érythroblastes en différenciation terminale, nous avons étudié, dans un contexte érythroide,

I'impact de I'imatinib sur le récepteur c-Kit sauvage.

Pour ce faire, nous avons utilisé des cellules primaires issues de donneurs sains, ainsi
gue la lignée érythroleucémique humaine dépendantes de I'EPO et exprimant de maniere

endogéne la forme sauvage de c-Kit, UT-7/EPO.

IIl. Résultats

Afin de valider ou d’invalider notre hypothese initiale, nous avons cultivé puis traité
par 2uM d’imatinib, des érythroblastes issus de donneurs sains lorsque leur croissance et
leur différenciation étaient indépendantes du SCF.

Les résultats obtenus ont montré que I'ajout d’imatinib au milieu de culture, ne
contenant plus de SCF, induit une internalisation du récepteur, ainsi qu’'une diminution de
son expression protéique. L'étude en cytométrie en flux de I'acquisition des marqueurs de
différenciation CD71 et CD235a par les érythroblastes, nous a permis de mettre en évidence
une accélération du processus de différenciation terminale ( ). Nous avons
également observé une accélération de la différenciation érythroide lorsque I'expression de

c-Kit est abolie par 'utilisation de shARN (Données personnelles, Dr Celia Floquet).

Grace a des analyses par cytométrie en flux, ou par des expériences basées sur la

fixation de %

I-SCF (permettant de quantifier, en plus de I'expression membranaire, la
fonctionnalité de c-Kit), nous avons pu montrer qu’en absence de SCF et en réponse a
I'imatinib ainsi qu’a son dérivé, le masitinib, décrit comme étant plus spécifique, les cellules

UT-7/EPO perdent I'expression membranaire de c-Kit ( ).
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Des études en Western blot nous ont permis de montrer que ces drogues induisent
également une perte d’expression de la forme mature de c-Kit (@ 145kDa), alors que
I’expression de la forme immature (a 125kDa) du récepteur n’est quasiment pas atténuée
( )-

De fagon intéressante, il s’avere que l'effet de I'imatinib est réversible, mais qu’il

inhibe la ré-expression du récepteur fonctionnel, apreés son internalisation en réponse au SCF

( )-

Ces résultats nous ont donc suggéré que I'imatinib n’inhibait pas le recyclage du
récepteur, mais qu’il pouvait induire un défaut de synthése et/ou de maturation ou une

instabilité membranaire de c-Kit.

Nous avons alors réalisé des expériences d’incorporation de >*S-méthionine. Les
résultats obtenus n’ont montré aucune modulation de la maturation et de la synthese du
récepteur due a I'imatinib ( ).

Par la suite, nous avons traité des cellules avec un inhibiteur d’internalisation, avec
ou sans adjonction d’ITK. Les résulats obtenus ont montré qu’en présence de cet inhibiteur,
la méthyl-B-cyclodextrine, I'expression de c-Kit a la membrane n’est pas modifiée par
I'imatinib ou par le masitinib. Ces résultats suggerent donc qu’en réponse a I'imatninib le

récepteur c-Kit est internalisé ( ).

Sachant qu’en Western Blot, nous avions observé une diminution de la forme mature
du récepteur en présence d’imatinib et de masitinib, nous nous sommes intéressés a la
dégradation du récepteur en réponse aux ITK. Les résultats obtenus nous ont permis de
montrer que, dans ces conditions, la dégradation de c-Kit est étonnamment indépendante
du systéme c-Cbl/protéasome, classiqguement mis en jeu, mais semble dépendante de la voie

de dégradation lysosomale ( ).

Afin de mieux comprendre le processus impliqué dans l'internalisation de c-Kit en
réponse aux ITK, nous avons réalisé une étude phospho-protéomique basée sur
I'identification de résidus tyrosines phosphorylés apres traitement des cellules a I'imatinib.
Pour ce faire, nous avons cultivé les cellules UT-7/EPO en milieu dépourvu d’arginine et de
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cystéine, auquel nous avons rajouté, le cas échéant, de l'arginine et de la cystéine
respectivement alourdis de 6 et 8 Da. Apres le traitement des cellules cultivées en
milieu « alourdi » par 2UM d’imatinib, et suite a une digestion protéique, nous avons
immunoprécipité les phospho-peptides, puis nous les avons analysés par spectrométrie de
masse sur Orbitrap. Aprés analyses informatiques, il s’est avéré que I'imatinib n’induit pas de
variations globales du profil phosphotyrosine des cellules UT-7/EPO. En effet, les ratios
différentiels H/L (pour Heavy/Light) sont compris entre 0.47985 et 1.28554, qui s’avérent ne

pas étre statistiquement significatifs ( ).

Nous avons alors émis I'hypothése que l'internalisation de c-Kit, en réponse a
I'imatinib était la conséquence directe de la liaison de la drogue au récepteur, par
I'intermédiaire de sa poche catalytique.

Nous avons donc utilisé des cellules murines BaF-3, exprimant de maniére ectopique
le mutant T670I de c-Kit, ne pouvant plus lier I'imatinib. Comme décrit dans la littérature,
nous avons pu montrer que ce mutant est internalisé en réponse au SCF ou au sorafenib,
mais lorsque les cellules sont traitées a I'imatinib, c-Kit n’est pas internalisé ( ).

Ces résultats prouvent donc que l'acces de la poche catalytique de c-Kit est

indispensable a son internalisation en réponse a I'imatinib.

IV. Conclusion

Au cours de cette étude, nous avons pu montrer qu’en absence de son ligand, le SCF,
et en réponse a des inhibiteurs de tyrosine kinase, tels I'imatinib et le masitinib, le récepteur
a activité tyrosine kinase de classe lll, c-Kit, est internalisé puis dégradé par le lysosome
uniquement, de facon indépendante de l'ubiquitine E3-ligase c-Cbl. Nous avons mis en
évidence que ces drogues n’ont aucun impact sur le recyclage, la synthese et la maturation
du récepteur. Les expériences de marquages métaboliques en culture différentielle de type
SILAC (Stable Isotope Labeling by Amino acids in Cell culture) nous ont permis de découvrir
que le profil de phosphorylation sur tyrosine des cellules érythroleucémiques UT-7/EPO

n’est globalement pas modifié par I'imatinib.
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Enfin, il apparait que la fixation de I'imatinib a la poche catalytique de c-Kit est
indispensable aux effets observés. En effet, le mutant T670l de c-Kit, ne pouvant plus lier
I'imatinib et exprimé de maniere ectopique dans la lignée cellulaire murine BaF-3, n’est pas
internalisé en réponse a cette drogue, alors que son expression membranaire est diminuée

en réponse au SCF ou au sorafenib.

Il semble donc que linternalisation de c-Kit induite par les ITK et en absence de SCF,
résulte d’avantage de la levée de la conformation auto-inhibée du récepteur, qui permet son
maintient a la membrane plasmique, que d’une action non spécifique sur d’autres kinases

intracellulaires.

V. Perspectives

L’axe de signalisation SCF/c-Kit est essentiel a la différenciation, a la survie et a la
prolifération des cellules érythroides. Au cours de la différenciation érythroide normale, c-Kit
est fortement exprimé a la surface des progéniteurs érythroblastiques puis son expression

diminue avec I'apparition de cellules de plus en plus matures (Uoshima et al., 1995).

Depuis de nombreuses années, I'existence d’une synergie entre c-Kit et le récepteur
de I"érythropoiétine, acteur majeur de I'érythropoiése, est suggérée, mais reste encore
sujette a débat. Néanmoins, certaines équipes ont mis en évidence une interaction physique
entre les deux récepteurs (Wu et al., 1995b), une dimérisation de c-Kit en réponse a I'EPO
(Broudy et al., 1998) ainsi qu’une activation du R-EPO en réponse au SCF (Jacobs-Helber et

al., 1997).

De maniere intéressante, et au cours de I'analyse phospho-protéomique réalisée sur
les cellules UT-7/EPO traitées ou non a I'imatinib et cultivées uniquement sous EPO, nous
avons mis en évidence une phosphorylation basale des résidus 703 et 936, de c-Kit (cf

). En conditions physiologiques, ces deux tyrosines servent de points d’ancrage aux
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protéines Grb2 et APS, impliquées dans l'internalisation et la dégradation de c-Kit via

I"'ubiquitine E3-ligase c-Cbl (Wollberg et al., 2003) (Sun et al., 2007).

Ces résultats préliminaires suggerent donc un impact de I'EPO sur la phosphorylation
de ces résidus tyrosine, et pourraient relier une signalisation médiée par le récepteur de

I’'EPO a l'internalisation et a la dégradation de c-Kit, en absence de SCF.

A ce jour, aucune des études menées sur la coopération du R-EPO et de c-Kit n’ont
mis en évidence un rble de la signalisation en aval du R-EPO sur l'internalisation ou la

dégradation de c-Kit.

Dans un premier temps, il est indispensable de valider ces observations en Western
Blot, sur des UT-7/EPO cultivées sous EPO et en absence de SCF, en utilisant des anticorps
spécifiguement dirigés contre les tyrosines 703 et 936 phosphorylées de c-Kit,
(respectivement distribués par Cell Signaling® #3073 et par Sigma Aldrich® #C6365). Dans un
second temps, il faudrait s’assurer que ces phosphorylations sont bien en lien avec
I'internalisation du récepteur c-Kit. Cette analyse pourra étre réalisée a I'aide de mutants de
c-Kit, présentant des substitutions des tyrosines 703 et 936, générées par une approche de

mutagenése dirigée.

Cependant, et si nous validons ces observations, nous ne pourrions exclure que ces
phosphorylations sont constitutives et indépendantes de I'EPO. Afin de répondre a cette
question, la comparaison du profil phospho-tyrosine de c-Kit en réponse a I'EPO et condition
de sevrage sera indispensable. De maniere intéressante, cette analyse a également révélée
que la phosphorylation des tyrosines 703 et 936 de c-Kit n’est pas modifiée par la présence
d’imatinib (avec des ratio H/L respectifs de 0.96584 et 0.81636), renforcant ainsi I’"hypothese

d’un lien avec la signalisation médiée par le R-EPO.

Au cours de la différenciation, les érythroblastes sont séquentiellement dépendants
du SCF puis de I'EPO avec une phase de synergie entre les deux cytokines, principalement au
stade du proérythroblaste. En effet, les progéniteurs (BFU-E et CFU-E) expriment fortement
c-Kit (Ogawa et al., 1991), puis cette expression diminue avec I'entrée des cellules en
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différenciation terminale (érythroblastes basophiles, polychromatophiles et acidophiles)
(Uoshima et al., 1995). De méme, |'expression du R-EPO est maximale a la membrane des
proérythroblastes, puis son expression diminue avec la maturation des cellules (Broudy et
al., 1991) (Wickrema et al., 1992).

L'analyse du profil phospho-tyrosine de c-Kit a plusieurs stades de la différenciation
érythroide, en rapport avec I'expression membranaire du R-EPO ainsi que de sa signalisation,
pourrait également aider a la compréhension d’une communication entre c-Kit et le R-EPO.
En effet, il se peut que la possible coopération de c-Kit et de R-EPO dépende de la
signalisation EPO/R-EPO et donc du niveau d’expression membranaire du récepteur. Le
modele cellulaire UT-7/EPO pourra également aider a la compréhension de ce mécanisme,
via différentes études de cinétiques et de doses-réponse d’activation de la signalisation

dépendante de I'EPO.

Enfin, dans le contexte pathologique des syndromes myélodysplasiques de faible
risque, il a été montré que les progéniteurs hématopoiétiques CD34" de moelle osseuse
pouvaient présenter une surexpression membranaire de c-Kit (Maynadié et al., 2002). Des
analyses réalisées au sein du laboratoire, ont quant a elles évoqué une persistance de c-Kit a
la membrane des érythroblastes matures dans 30% des cas de patients porteurs d’'un SMD
de faible risque.

Sachant que l'entrée des érythroblastes en différenciation terminale exige une
internalisation de c-Kit, la persistance de ce dernier pourrait étre corrélée aux défauts de
maturation des érythroblastes observés dans cette pathologie. Il serait donc intéressant
d’analyser le profil de phosphorylation des tyrosines 703 et 936 de c-Kit, au cours de la

différenciation érythroide pathologique.

Article

79



OPEN a ACCESS Freely available online

@' PLOS ’ ONE

Tyrosine Kinase Inhibitors Induce Down-Regulation of c-
Kit by Targeting the ATP Pocket

Diane D’allard™?*3%%%%, Julie Gay'**%>, Clotilde Descarpentries"***5, Emilie Frisan"*3%5,
Kevin Adam'?3%35, Frederique Verdier"**%>¢, Célia Floquet"**%>¢, Patrice Dubreuil’,
Catherine Lacombe'?3%>%2 Michaela Fontenay'2>* 1:2,3,4.5,6:9

Olivier Kosmider'%3%558x

568 patrick Mayeux

1 Institut Cochin, Département d'Immunologie-Hématologie, Paris, France, 2 INSERM U1016, Paris, France, 3 Centre National de la Recherche Scientifique, Unité Mixte de
Recherche 8104, Paris, France, 4 Université Paris Descartes, Faculté de Médecine, Paris, France, 5Equipe Labellisée Ligue Contre le Cancer, Paris, France, 6 LABEX
(Laboratoire d’Excellence) GR-Ex, Paris, France, 7 INSERM, U1068, CRCM, Centre de Référence des Mastocytoses-CEREMAST; Institut Paoli-Calmettes, Marseille; Aix-Marseille
Université; CNRS, UMR7258, Marseille, France, 8 Assistance Publique-Hopitaux de Paris, Hopital Broca-Cochin-Hétel-Dieu, Service d’'Hématologie Biologique, Paris, France,
9 Proteomic Platform of the Paris Descartes University (3P5), Paris, France

Abstract

The stem cell factor receptor (SCF) c-Kit plays a pivotal role in regulating cell proliferation and survival in many cell types. In
particular, c-Kit is required for early amplification of erythroid progenitors, while it must disappear from cell surface for the
cell entering the final steps of maturation in an erythropoietin-dependent manner. We initially observed that imatinib (IM),
an inhibitor targeting the tyrosine kinase activity of c-Kit concomitantly down-regulated the expression of c-Kit and
accelerated the Epo-driven differentiation of erythroblasts in the absence of SCF. We investigated the mechanism by which
IM or related masitinib (MA) induce c-Kit down-regulation in the human UT-7/Epo cell line. We found that the down-
regulation of c-Kit in the presence of IM or MA was inhibited by a pre-incubation with methyl-B-cyclodextrin suggesting that
c-Kit was internalized in the absence of ligand. By contrast to SCF, the internalization induced by TKI was independent of the
E3 ubiquitin ligase c-Cbl. Furthermore, c-Kit was degraded through lysosomal, but not proteasomal pathway. In pulse-chase
experiments, IM did not modulate c-Kit synthesis or maturation. Analysis of phosphotyrosine peptides in UT-7/Epo cells
treated or not with IM show that IM did not modify overall tyrosine phosphorylation in these cells. Furthermore, we showed
that a T6701 mutation preventing the full access of IM to the ATP binding pocket, did not allow the internalization process in
the presence of IM. Altogether these data show that TKl-induced internalization of c-Kit is linked to a modification of the
integrity of ATP binding pocket.
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Introduction ligand binding, c-Kit is phosphorylated and rapidly internalized.
However, the fact that intrinsic tyrosine kinase activity is required
for driving the internalization of a receptor is still controversial [3—

6]. Expression at plasma membrane and ligand-mediated internal-

The stem cell factor (SCF) receptor c-Kit (also referred as CD117)
regulates cell survival, proliferation, and differentiation. C-Kit is a

member of the type III subfamily of receptor tyrosine kinase (RTK)
that also includes the receptors for M-CSF, Flt-3, and PDGF.
Physiologically, c-Kit is expressed on melanocytes, germ cells, mast
cells and hematopoietic progenitor cells. C-Kit is required for early
erythroid progenitor amplification while its expression must be
down-regulated for cells entering terminal differentiation. Accord-
ingly, mice with mutations in the W or SI Locus encoding c-Kit or
SCF respectively, present with a strong anemia [1].

The recent description of the crystal structure of the entire
ectodomain of c-Kit before and after SCF stimulation helps the
comprehension of ¢-Kit biology [2]. Indeed, the main consequence
of SCF binding is to bring together two molecules of c-Kit. After
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ization of active mutants of the kinase domain vary according to the
targeted residue and, for a given residue, to the type of substitution
[7]. For instance, mutation of c-Kit autophosphorylation Y821 or
substitution of D816 by a valine or a tyrosine does not abrogate
ligand-induced receptor internalization [7, and personal data],
while the G559D c-Kit mutant is stabilized at the plasma membrane
in the presence of SCF [8]. However, it has been shown that kinase
dead mutant of c-Kit is still able to internalize in response to ligand
binding, although the rate of internalization decreases. This is
consistent with the internalization of the epidermal growth factor
(EGF) receptor to occur even if the receptor is inactive [5]. This
suggests that ligand binding or ligand-induced dimerization could
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be the sole determinant for RTK internalization, independently of
tyrosine kinase activation.

Activated c-Kit is then targeted for endocytosis and degradation
by the lysosomes. This step requires the ubiquitin ligase Chl that
associates with the tyrosine-phosphorylated receptor. The recruit-
ment of Chl to c-Kit involves both the C-terminal part of the
receptor and its membrane proximal domain. It has been shown
that isoleucine 787 is implicated in the internalization process of c-
Kit in mice [3]. A substitution of isoleucine by phenylalanine
(I787F) which does not affect SCF binding, strongly impairs c-Kit
internalization due to ineffective activation of Cbl. The transmem-
brane domain also recruits Src family kinases that have been shown
to participate to Cbl-dependent ubiquitination of c-Kit [9]. Inac-
tivating mutations of CBL gene responsible for wild type (wt) c-Kit
overexpression have been identified in myeloproliferative disorders
or mastocytosis [10]. Furthermore, expression of an activated
mutant of c-Kit, or a deregulated production of SCF have been
implicated in the pathophysiology of leukemias, mastocytosis, gas-
trointestinal stromal tumors and lung carcinomas for a long time
[for review, 11]. Therefore, c-Kit may represent an attractive target
for many therapeutic approaches.

Tyrosine kinase inhibitors (TKI) like imatinib (IM) or masitinib
(MA), which enter the ATP binding pocket and competitively
inhibit ATP binding and receptor kinase activity, have been shown
to block constitutively active mutants [12-16]. The clinical response
to these compounds depends on the type of mutations. Further-
more, the knock-down of wt c-Kit overexpression, using a siRNA
strategy efficiently reduces c-Kit-driven cell proliferation [16]. Thus,
either direct targeting of active mutant or inhibition of c-Kit
expression are two different ways for reducing c-Kit tumorigenicity.

In the present work, we report that down-regulation of wt c-Kit
is efficiently driven by IM or MA that induce c-Kit internali-
zation and its subsequent lysosomal degradation in the absence of
ligand. Accessibility of IM to the ATP binding pocket of c-Kit is
required for the internalization process to occur. In normal
erythroblasts, c-Kit down-regulation by IM forces Epo-dependent
final maturation.

Materials and Methods

Reagents

Highly purified recombinant human SCF was from Miltenyi
Biotech (Bergisch Glabach, Germany) and Epo was a gift of Dr M.
Brandt (Roche, Penzberg, Germany). Insulin-like growth factor
(IGF)-1 and dexamethasone were purchased from Sigma Aldrich
(St Louis, MO). Imatinib mesylate (IM) and masitinib mesylate
(MA) come from the laboratory of Dr P. Dubreuil. The pro-
fteasome inhibitor N-Ac-Leu-Leu-norLeucinal (LLnL) was pur-
chased by Calbiochem (Merck Biosciences, Darmstadt, Germany).
Methyl-B-cyclodextrine (MBCD), methylamine and cycloheximide
(CHX) were purchased from Sigma Aldrich. Sorafenib was
obtained from Santa Cruz (SantaCruz Biotechnologies, Santa-
Cruz, CA). For flow cytometry, CDI117 antibodies to c-Kit
coupled to phycoerythrin cyanin 5 (PC5) was purchased from
Beckman Coulter (Miami, FL). Antibodies directed against c-Kit
for immunoblot and immunoprecipitation were purchased from
Cell Signaling (Cat ref. 3074, Danvers, MA), anti-Kit phosphotyr-
osine (pKit-Y719) were from Cell Signaling (ref. 3391) anti-Epo-R
antibodies were from SantaCruz, and anti-actin antibodies were

from Sigma Aldrich.
Cell lines and culture conditions

Human UT-7/Epo cells previously described by Komatsu and
colleagues [36] and were cultivated in o-minimum essential
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medium (xMEM) containing 10% fetal calf serum, 1 mM
glutamine, 100 UI/ml penicillin-streptomycin and 1 U/ml Epo.
UT-7/Epo cells were stably transfected by electroporation with
pcDNAL plasmid encoding hemagglutinin (HA)-tagged wt c-Cbl
or the 70Z c¢-Chl mutant that lacks E3 ligase activity, and
transfected cells were selected using G418. Plasmids encoding wt c-
Chl and 70Z c-Chl were a gift from Pr Y Yarden from the
Department of Biological Regulation, at Weizmann Institute of
Science (Rehovot, Israel). For SILAC experiment, UT-7/Epo cells
were cultivated in MEM medium minus L-Lysine and L-Arginine
(Pierce) supplemented with 0.1 mg/ml 13C6 L- Arginine-HCI
(Pierce) and 0.1 mg/ml 13C6, 15N2 L-Lysine-2HCI (Pierce,
“heavy medium”), or the same concentrations of L-Arginine
(Sigma) and L-Lysine (Sigma, ‘“light medium”) and containing
10% dialyzed fetal calf serum and 1 U/mL Epo. For a total
integration of amino acids, cultures last 5 weeks. Murine BaF-3
cells previously described by Collins and colleagues [38] were
transfected with a hKit WT or the gatekeeper hKit T6701 mutant
were cultivated under murine IL3 stimulation in Roswell Park
Memorial Institute medium (RPMI), containing 10% fetal calf
serum, 1 mM glutamine, and 100 UI/ml penicillin-streptomycin
as previously described [37]. Before experiments, cells were
selected by two days of culture without IL3 plus SCF 100 ng/
mL to amplify only cells expressing an ectopic c-Kit. These cell
lines were a gift from Dr P Dubreuil from the Centre de
Recherche en Cancérologie, at Marseille, France. For human
primary erythroblast cultures, CD34" progenitors were purified on
MidiMacs system (Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach, Ger-
many) in the mononuclear cell fraction isolated from cytapheresis
on Ficoll gradient as previously described [17]. During the
amplification phase, CD34" progenitors were seeded for 10 days in
the presence of 1 Ul/ml Epo, 100 ng/ml SCF, 40 ng/ml IGF-1
and 1 pM dexamethasone and further cultured for 7 days with
1 UI/ml Epo and 40 ng/ml IGF-1 for cells to enter the terminal
erythroid maturation, as previously described [17].

Cell stimulation

UT-7/Epo cells cultivated under Epo stimulation were treated
by imatinib (IM) or masitinib (MA) or vehicle at different time
points and at different concentrations. In other experiments, U'T-
7/Epo were preincubated with 50 uM MBCD for 30 min, 50 uM
LLnL for 20 min, or 100 uM methylamine for 20 min before
treatment with imatinib or masitinib or vehicle for 4 h.
Alternatively, UT-7/Epo (cultivated under Epo) or BaF-3 cell
lines (cultured under IL3) were treated for 4 h with 1 or 5 pM
sorafenib.

Flow cytometry

C-Kit or CGD71 cell surface expression was analyzed by flow
cytometry using CD117-PC-5 or CD71-FITC antibodies. All data
were acquired on a Cytomics FC500 flow cytometer and analyzed
using Cytomics RXP Analysis (Beckman Coulter, Inc.).

Peptides purification and immunoprecipitation of
phospho-Tyr-peptides

UT-7/Epo cells cultivated in heavy medium were treated 4 h
with 2 pM imatinib while control cells cultivated in light medium
were treated with DMSO alone. After two washes in PBS,
50.10° UT-7/Epo cells, of each culture conditions, were resus-
pended in 2.5 mL of lysis buffer (20 mM hydroxyethyl piperazi-
necthanesulfonic pH 8, 8M urea, 1 mM sodium orthovanadate,
2.5 mM sodium pyrophosphate and 1 mM sodium B-glycerophos-
phate), sonicated twice 30 seconds and keep in ice for 20 minutes.
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Lysates were centrifuged at 20.000 g for 20 minutes at 4°C.
Supernatants were successively treated with DTT to reduce
disulfide bonds and chloroacetamide for alkylation. Equal amounts
of proteins from both samples were mixed and digested by trypsin
over night at 30°C.. Peptides were purified on Sep-Pack C18 Classic
micro column (Waters, ref. WATO051910) and on HyperSep
Hypercarb SPE Columns (ThermoScientific, ref. 60106-301). After
lyophilization, peptides were solubilized in Immunoaffinity Purifi-
cation (IAP) buffer (50 mM 3-(N-Morpholino) propanosulfonic
acid, 10 mM sodium phosphate, 50 mM NaCl, ph 7.4) and immu-
noprecipitated with anti-phospho-Tyr antibodies (Cell Signaling,
ref. 7902) Immunoprecipitated phospho-peptides were eluted in 1%
trifluoroacetic acid and analyzed by mass spectrometry using an
Ultimate 3000 Rapid Separation Liquid Chromatographic (RSLC)
system hyphenated to a hybrid LTQ-OrbitrapVelos mass spec-
trometer (Thermo Fisher Scientific). Peptides were separated on a
C18 reverse phase resin (2 um particle size,100 A pore size, 75 um
1.d.,15 cm length) with a 27 min gradient from 100% A (2% ACN,
0.1% formic acid and 98% H20) to 30% B (80% ACN, 0.085%
formic acid and 20% H20). The mass spectrometer was operated in
a data dependent scan with a full MS scan acquired with the
Orbitrap followed by up to 10 LTQ MS/MS CID or ETD spectra
on the most abundant ions detected in the MS scan. ETD
fragmentation was performed if one of the following events was met:
z=3 and m/z<650 m/z, z=4 and m/z<900 m/z or z=5 and
m/z<950 m/z. Whenever neutral loss at 24.5, 32.6, 49 or 98 m/z
was detected, multistage activation (MSA) was performed. Mass
spectrometer settings were: full MS (AGC: 1¥10°, resolution: 6¥10*,
m/z range 400-2000, maximum ion injection time: 500 ms); MS/
MS (AGC: 5%10°, maximum injection time: 200 ms, minimum
signal threshold: 500, isolation width: 2Da, dynamic exclusion time
setting: 30 s). The fragmentation wasn’t permitted for precursor
with z=1. Data were analyzed using the MaxQuant 1.3.0.5
software [18]. Mass spectrometry analyses were performed by the
proteomic facility of the Paris Descartes University (3P5).

C-Kit internalization studies

SCF or Epo was labeled using IODO-GEN (Pierce, Rockford,
IL) and ['"IJSCF or ['*I] Epo binding was performed as
previously described [19,20]. 2x10° UT-7/Epo cells were used
in each assay. Saturating ['*T|SCF (200 ng/ml) or ['*T]Epo
concentrations (1 Ul/ml) were added to suppress the effects of
putative modifications of receptor affinity induced by the different
inhibitors used. Non-specific binding, determined using a 250-fold
excess of unlabeled cytokine, was less than 5% of total binding in
each case. After 2 washes in PBS pH 7.4, cell-bound radioactivity
was counted. All reported data represent specific binding. Each
experiment was performed at least 3 times with similar results.

Western blotting

Cells (5.10°) were solubilized in 10 mM Tris-HCI pH 7.5,
5 mM ethylene diamine tetracetic acid (EDTA), 150 mM NaCl,
10% glycerol, 1% Nonidet-P40 plus protease inhibitors (Complete,
Roche). After sodium dodecylsulphate-polyacrylamide gel electro-
phoresis  (SDS-PAGE), immunoblots were performed using
primary antibodies followed by secondary antibodies conjugated
to horseradish peroxidase (Cell Signaling) and revealed by
chemiluminescence detection (GE Healthcare). The images were
captured using a CCD camera (LAS3000 from FujiFilm) and
quantified using Multigauge software from Fujifilm.

Metabolic labeling and c-Kit immunoprecipitation

UT-7/Epo cells were pre-incubated for 4 h with or without
imatinib in Met- and Cys-deficient o-MEM culture medium
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(Sigma Aldrich, M2289) containing 5% dialyzed fetal bovine
serum, 1 mM glutamine, 100 UI/ml penicillin-streptomycin and
2 U/ml Epo. After pre-incubation, the cells were pulse-labeled for
15 min in the same medium containing 0.25 mCi/ml of a mixture
of [**S]Met and [**S]Cys (Translabel, Perkin Elmer, Courtaboeut,
France) and chased by incubation in a medium containing
unlabeled Met and Cys. Cells were either solubilized in 150 pL of
lysis buffer (150 mM NaCl, 10 mM Tris pH 7.4, 1% NP-40, 0.5%
deoxycholic acid and 0.1% SDS, protease inhibitors and 1 mM
sodium orthovanadate, 20 mM sodium fluorure, | mM sodium
pyrophosphate, 25 mM sodium beta-glycerophosphate as phos-
phatase inhibitors). Lysates were centrifuged, cleared using
unspecific antibodies, and precipitated using anti-c-Kit antibody
or control immunoglobulins. Immunoprecipitates were separated
by SDS-PAGE, and labeled proteins were detected by fluorogra-
phy using Amplify on a Typhoon fluorescence scanner (GE
Healthcare).

Results

Imatinib or masitinib decreases cell surface expression of
mature c-Kit in human erythroblasts and UT-7/Epo cell
line

C-Kit expression must be turned off for the erythroid progen-
itors to enter the final steps of differentiation. Here, we speculated
that inhibition of c-Kit tyrosine kinase activity by TKI could
facilitate erythroid cell maturation. To evaluate the effect of
imatinib on erythroid cell differentiation, we used a two-phase
model of i vitro differentiation. Using mobilized peripheral blood
CD34" progenitors, we obtained erythroid progenitors after 10
days of culture in the presence of Epo, SCF, IGF-1 and
dexamethasone. At day 10, cells were washed and reseeded in
differentiation medium containing Epo and IGF-1 either in the
presence or absence of imatinib for 4 days. As shown in Figure 1A,
the presence of imatinib strongly accelerated the acquisition of
erythroid marker glycophorin A (GPA) after 2 and 4 days of
treatment. Then we analyzed the expression of c-Kit at the time of
the onset of erythroid maturation. As shown by flow cytometry,
the expression of c-Kit at plasma membrane was fully inhibited
after 4 days (Figure 1B, left). By Western blot (Figure 1B, right), we
observed a dramatic reduction of the expression of the mature
140 kDa form of the protein.

To investigate the mechanism of c-Kit down-regulation, we
used the Epo-dependent UT-7/Epo cell line that expresses
endogenous c-Kit. We first assessed the specificity of imatinib on
the expression functional c-Kit receptors, we quantified the
specific binding of ["*’I]SCF or ['*I]Epo to their receptors at
cell surface in the presence of 2 uM imatinib incubated for 0 to
24 h at 37°C (Figure 1C). We observed that imatinib efficiently
reduced ['#’T]SCF binding but did not modify ['*I|Epo binding.
Thus, imatinib reduced the level of functional c-Kit receptors,
while it did not affect the cell surface expression of the Epo-R. The
decrease of SCF binding was detectable after 2 h of incubation
with imatinib and was maximal after 4 h. As expected, since
imatinib targeted c-Kit, the UT-7/Epo cell line proliferation in
response to SCF was completely abolished by imatinib. By
contrast, Epo-induced proliferation was not modified (Figure 1D).
These results show that imatinib induces the down-regulation of
functional c-Kit at plasma membrane.

To investigate whether the mechanism of down-regulation
induced by TKI differed or not from that induced by the natural
ligand of c-Kit, we compared the membrane expression of CD117
by flow cytometry after incubation with SCF for 10 min or
increasing concentrations of imatinib or masitinib for 4 h
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Figure 1. Imatinib induces the differentiation of human normal erythroblasts and decreases cell surface expression of c-Kit. Imatinib
(2 uM) was added for 4 days to a culture of CD34+ cells-deriving erythroblasts. A. Effect of imatinib on erythroblast differentiation. Left panel:
Flow cytometry for CD71 and GPA markers. Right panel: May Grunewald Giemsa staining at Day 14 (d14). B. Effect of imatinib on c-Kit
expression Left panel: Flow cytometry for CD117 and GPA. Right panel: Inmunoblot for c-Kit. C. Expression of functional c-Kit at cell surface.
UT-7/Epo cells were incubated with 2 uM imatinib, or vehicle at 37°C for indicated times, and labeled with 200 ng/ml ['2*I]SCF or 1 UI/ml ['*IIEpo for
90 min at 4°C. Cell surface-associated radioactivity was counted. Results are the mean of at least three independent experiments. D. UT-7/Epo cell
proliferation in response to SCF. UT-7/Epo cells were incubated with 1 Ul/ml Epo or 50 ng/ml SCF, in the presence or absence (vehicle) of 2 uM

imatinib (IM). At the indicated times, cells were counted in triplicates.
doi:10.1371/journal.pone.0060961.g001

(Figure 2A). In these conditions, CD117 signal expressed as a ratio
of median fluorescence intensity (RFI) decreased according to the
increase of inhibitor concentration. The effect was identical to that
of SCF with 2 pM of each inhibitor. On the same experiments
neither imatinib nor masitinib affected the expression of surface
marker CD71 corresponding to the type 1 transferrin receptor
(data not shown). When compared to SCF, TKI were able to
induce c-Kit down-regulation with different kinetics. After 10

PLOS ONE | www.plosone.org

minutes of stimulation by SCF, cells expressed less than 50% of the
initial level of c-Kit at the plasma membrane, while this maximal
down-regulation was observed after 4 h of imatinib or masitinib
(Figure 2B). Down-regulation remained stable after 24 h both in
the presence of inhibitors or ligand (Figure 2B). We obtained the
same results in human erythroid TF-1 cell line and in murine
BaF3 cell line stably transfected with human wt form of c-Kit
(Figure S1). This suggests that TKI induced a down-regulation of
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indicated concentrations of imatinib (IM) (grey bars) or masitinib (MA) (black bars) for 4 h. B. Kinetic of c-Kit down-regulation by TKI. UT-7/Epo
cells were incubated with 2 uM IM (grey bars) or MA (black bars) or 50 ng/ml SCF (hatched bars) for indicated times. C-Kit cell surface expression
was determined by flow cytometry. Results were expressed as ratios of median fluorescence intensity (RFl), and the values were normalized to
untreated cells. Results are the mean of at least three independent experiments.

doi:10.1371/journal.pone.0060961.g002

c-Kit through a mechanism that could differ from the down-
regulation following SCF binding.

Imatinib prevents c-Kit re-expression after ligand-

induced down-regulation

We then addressed the question of the reversibility of imatinib
effect on c-Kit. We treated UT-7/Epo cells for 2 h with either
imatinib or SCF which provoked a 50 or 75% reduction of CD117
expression, respectively. Cells were washed and sceded for an
additional period of 22 h in Epo-containing culture medium without
imatinib or SCF. CDI117 started to be re-expressed 2 h after
imatinib or SCF withdraw and reached the baseline after 24 h
demonstrating that the effect was reversible (Figure 3A). To inves-
tigate the impact of imatinib on the expression of functional receptor
at cell surface after ligand-induced down-regulation, UT-7/Epo cells
were pre-incubated with 50 ng/ml SCF for 2 h to induce c-Kit
down-regulation before adding imatinib to Epo-containing medium
for 24 h. While ['*I]SCF binding was reduced by 75% by a 2-h pre-
treatment with SCF, ['*I]SCF ligation remained low over a period
of 24 h in the presence of imatinib (Figure 3B) demonstrating that
imatinib prevented c-Kit re-expression at the cell surface. By

PLOS ONE | www.plosone.org

contrast, expression of functional c-Kit receptors was normalized
when cells were re-seeded in Epo-containing medium without
imatinib. Notably, a slight increase in c-Kit expression in UT-7/Epo
maintained under Epo is observed and maybe correlated to the cell
proliferation rate. This suggests that imatinib may inhibit either c-Kit
protein synthesis or its cell surface stability.

Imatinib does not inhibit c-Kit protein neosynthesis and
maturation

Because the maximal effect of TKI on c-Kit expression was
delayed compared to the effect of SCF, we first wondered whether
imatinib and masitinib affected the expression of mature or
immature or both forms of the receptor. We thus analyzed the
effect of increasing concentrations or incubation times of the
inhibitors on c-Kit protein expression by Western blot using an
antibody specific for both forms. As shown in Figure 4A and 4B,
both imatinib and masitinib reduced the expression of the mature
glycosylated form of 140 kDa from a concentration of 0.5 uM,
while the expression of immature 120-kDa form remained
constant regardless of the TKI concentration used in UT-7/Epo
cells cultured under Epo. The auto-phosphorylation of c-Kit on
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Figure 3. Imatinib prevents c-Kit receptor re-expression after SCF-induced down-regulation. A. Down-regulation of c-Kit by
imatinib is reversible. UT-7/Epo cells were incubated with 50 ng/ml SCF (dotted line) or with 2 uM imatinib (filled line) for 2 h. After washing in
PBS, cells were cultured with 1 Ul/ml Epo for 24 h. CD117 expression was measured at the indicated times by flow cytometry and results were
expressed as RFl. B. Imatinib prevents the re-expression of functional c-Kit after SCF binding. UT-7/Epo cells were pre-incubated with
50 ng/ml SCF. After washing in PBS, SCF-treated cells were re-seeded with 1 Ul/ml Epo in the presence or absence of 2 pM IM for 24 h. Cells cultured
with 1 UI/ml Epo in the presence or absence of IM were used as controls. At indicated times, cells were labeled with 200 ng/ml ['?*[]SCF for 90 min at

4°C and the radioactivity was determined. Results were expressed as percentages of [

of three independent experiments.
doi:10.1371/journal.pone.0060961.g003

Tyr719 is only observed after a short term stimulation by SCF
(10 min). Consistent with the flow cytometry data, both inhibitors
at a concentration of 2 uM efficiently reduced the expression of
the mature form of c-Kit after 4 hours of incubation (Figure 4B),
as already observed in normal erythroblasts (Figure 1B right).

To investigate whether imatinib modulate c-Kit synthesis and
maturation, we first used 500 uM of cycloheximide (CHX) to
block protein synthesis. UT-7/Epo cells were incubated with
CHX alone or in combination with imatinib at indicated times
and functional c-Kit receptors were quantified by measurement of
['*°[]SCF binding. In accordance with a 24-h long half-life of this
receptor, CHX alone reduced the binding by 50% after 24 h [11].
While ['**I]SCF binding decreased by 50% after 6 h of incubation

PLOS ONE | www.plosone.org

125|]SCF binding to Epo alone at time 0 and are the mean (+ SD)

with imatinib only and then remained constant, cell incubation
with both CHX and imatinib reduced c-Kit expression by 90%
after 24 h (Figure 4C, upper panel). As expected, CHX affected
both mature 140 kDa-form and immature 120 kDa form of c-Kit,
while imatinib only altered the expression of the mature form
(Figure 4C, bottom panel). Finally, imatinib and CHX had an
additive inhibitory effect on the expression of mature and
functional c-Kit protein (Figure 4C). Altogether, these results
suggest that the effect of imatinib may differ from that of CHX
suggesting that imatinib did not affect protein synthesis but
induced c-Kit degradation.

To precise whether imatinib could modulate c-Kit synthesis,
UT-7/Epo cells were pre-incubated for 4 h in the presence or
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Figure 4. Imatinib or masitinib induces the down regulation of c-Kit but does not influence c-Kit neosynthesis and stability. A and
B. Expression of mature (140 kDa) and immature (120 kDa) forms of c-Kit. UT-7/Epo cells were incubated with indicated concentrations of
imatinib (IM) or masitinib (MA) for 4 h or with 50 ng/ml SCF for 10 min (A) or with 2 uM IM or MA for indicated times (B). Phospho c-Kit (Tyr719) and
c-Kit were revealed by immunoblot and actin was used as loading control. All data are representative of at least three independent experiments. C.
Effect of protein synthesis inhibitor cycloheximide and imatinib on the expression of cell surface functional c-Kit. UT-7/Epo cells were
incubated with 2 uM imatinib (IM) or vehicle, in the presence or absence of 500 uM cycloheximide (CHX) for 24 h. At indicated times, cells were
labeled with 200 ng/ml ['**I]SCF for 90 min at 4°C and the radioactivity was determined and expressed as absolute values. Results are the mean of
three independent experiments. Alternatively, cell lysates were analyzed for c-Kit expression by immunoblot (lower panel). Actin is used as loading
control. D. c-Kit de novo synthesis and maturation. CKit de novo synthesis was analyzed in the upper panel UT-7/Epo cells (5.10°) were
preincubated for 4 h in the presence or absence of 2 uM imatinib (IM) and then labeled with [**S]Met/Cys-containing medium for 15 min at 37°C.
Immunoprecipitation (IP) was performed using isotypic control (left panel) or anti-c-Kit antibodies (right panel). C-Kit maturation was studied on
lower panel. UT-7/Epo (5.10°) cells were pulse-labeled with [**S]Met/Cys for 15 minutes and chase followed by c-Kit immunoprecipitation using anti-
c-Kit antibodies was done for indicated times after incubation with IM (2 pM) or vehicle. Labeled c-Kit was revealed by fluorography. Results are
representative of three independent experiments.

doi:10.1371/journal.pone.0060961.g004

absence of 2 uM imatinib. Then, [*’S]Cys/Met was incorporated investigate the effect of imatinib on c¢-Kit maturation, we labeled
for a pulse of 15 min. Radio-labeled c-Kit was revealed after UT-7/Epo cells for 15 min with [*>S]Cys/Met before to chase
immunoprecipitation. As shown in Figure 4D (upper panel), the over a period of 1 h in the presence or absence of 2 uM imatinib.
level of immunoprecipitated c-Kit was identical in both conditions As shown in Figure 4D (bottom panel), imatinib did affect neither

suggesting that imatinib did not affect c-Kit de novo synthesis. To the neosynthesis of the 120 kDa form nor the level of 140 kDa
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mature form of c-Kit confirming that protein neosynthesis and its
glycosylation was not impaired by the drug. Taken together, these
data show that imatinib did not alter c-Kit biosynthesis. Its
additive effect with CHX-mediated inhibition could lead to
hypothesize that imatinib may alter c-Kit protein stability.

Imatinib or masitinib induces c-Kit internalization and its
degradation by the lysosomes pathway

To investigate the mechanism of c-Kit modulation by imatinib
or masitinib, we first incubated UT-7/Epo cells with 50 uM
methyl B cyclodextrin (MbCD) for 30 min before adding 2 uM
imatinib or masitinib for 4 h. MBCD has been shown to inhibit
internalization of cell surface proteins regardless of their associ-
ation with raft microdomains [21,22]. As shown in Figure 5A,
MBCD fully blocked the inhibitory effect of TKI on CDI117
expression (upper panel) by preserving the expression of mature
140-kDa form of c-Kit under TKI. This suggests that imatinib or
masitinib induced the internalization of c-Kit. To precise the
pathway of c-Kit degradation following imatinib or masitinib-
driven internalization, we pre-incubated the cells with either
LLnL, a proteasome inhibitor, or methylamine which could
prevent lysosome acidification and inhibits protein degradation by
lysosome proteases. We observed that the decrease of CD117 or
the disappearance of mature c-Kit was not affected by LLnL
(Figure 5B), while the disappearance of the mature 140-kDa form

A EPO B

c-Kit Internalization Induced by TKI

was rescued by methylamine (Figure 5C). Epo-induced EpoR
degradation was tested to ascertain the effects of LLnL and
methylamine since we have previously demonstrated that protea-
some inhibitors protect the cell surface form of the activated EpoR
[20]. As expected, LLnL prevented the degradation of the mature
form of EpoR (figure 5B). Interestingly, methylamine did not
rescue membrane c-Kit expression tested by flow cytometry
neither in SCF- nor in TKI-treated cells suggesting that receptors
accumulate inside rather than being re-expressed at plasma
membrane. We conclude from these experiments that c-Kit was
internalized upon SCF binding or imatinib or masitinib treatment
in the absence of ligand and degraded through the lysosome
pathway.

c-Cbl is not implicated in imatinib-driven internalization
and degradation of c-Kit

It has been previously shown that interaction between c-Kit and
E3 ubiquitin ligase c-Cbl proteins, upon SCF stimulation results in
their mutual degradation [9,23]. C-Kit binds to and induces the
phosphorylation of c-Cbl proteins, which in turn act as E3
ubiquitin ligases, mediating the ubiquitination, internalization and
lysosome degradation of c-Kit. To investigate whether c-Cbl was
implicated in the down-regulation of c-Kit by imatinib, we
expressed either a mutant 70Z-c-Chl which is a 17-amino acid
deletion mutant (at the boundary of the linker and the RING
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Figure 5. Imatinib or masitinib induces c-Kit internalization and its degradation by lysosome pathway. A. For analysis of internalization,
UT-7/Epo cells were pre-incubated with 50 uM of methyl-B-cyclodextrine (MBCD) or vehicle (V) for 30 min then treated during 4 hours with imatinib
(grey bars) or masitinib (black bars) or Epo alone (white bars). B. For the analysis of proteasomal degradation, UT-7/Epo cells were incubated with
1 Ul/ml of Epo or 50 ng/ml of SCF (hatched bars), and 50 uM of LLnL (L) or vehicle (V) for 20 min at 37°C before treatment with 2 uM IM (grey bars) or
MA (black bars) or Epo alone (white bars) for 4 h. C. For the analysis of lysosomal degradation, UT-7/Epo cells were incubated with 1 Ul/ml Epo or
50 ng/ml SCF, and 100 uM methylamine (M) or vehicle (V) for 20 min before treatment with 2 uM IM (grey bars) or MA (black bars) or Epo alone
(white bars) for 4 h. Expression of c-Kit by flow cytometry (cell surface) and by immunoblot. Actin was used as loading control. Data are
representative of three independent experiments and the quantification of one experiment is shown.

doi:10.1371/journal.pone.0060961.g005
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Figure 6. c-Kit internalization occurs independently of c-Cbl. A. Cell surface expression of c-Kit after SCF binding. UT-7/Epo either non
transfected (UT-7), or transfected with WT c-Cbl (WT) or 70Z c-Cbl mutant (70Z) were cultured with 1 Ul/ml Epo (white bars), starved and then
stimulated for 5 min with 250 ng/ml SCF (hatched bars). C-Kit cell surface expression was determined by flow cytometry. Results were expressed as
RFI of CD117 normalized to cells in Epo alone and are the mean of three independent experiments. B. Cell surface expression of c-Kit after
imatinib treatment. Parental, WT ¢-Cbl and 70Z c-Cbl-UT-7/Epo cells cultured with 1 Ul/ml Epo (white bars) were treated for 24 h with 2 uM
imatinib (grey bars). C-Kit cell surface expression was determined by flow cytometry and the results were expressed as RFl of CD117 normalized to
cells in Epo alone and are the mean of three independent experiments. C. Immunoblot analysis of c-Kit after imatinib treatment. Parental, wt-
c-Cbl and 70Z c-Cbl-UT-7/Epo cells were incubated with 2 U/ml Epo in the presence or absence of 2 uM IM for 24 h. Immunoblots using anti-c-Kit, c-

Cbl and HA antibodies. Actin is used as loading control. Results are representative of three independent experiments.

doi:10.1371/journal.pone.0060961.g006

finger domain), abrogating the E3 ubiquitin ligase function of c-
Cbl or the wt c-CBL protein in UT-7/Epo cells. Notably, c-Kit
expression in UT-7/Epo harboring a wt c-CBL is reproductively
increased in comparison to UT-7/Epo parental cells. However,
this overexpression of c-Kit is not associated with a high rate of
proliferation under SCF stimulation (data not shown) and is
actually not investigated. The cell surface expression of c-Kit
decreased in response to SCF in the parental UT-7/Epo cell line
and in the wt c-Cbl-transfected UT-7/Epo cells, while it remained
stable in the 70Z-c-Cbl-transfected cells (Figure 6A). We then
treated the cells with 2 uM imatinib for 4 h before analyzing
CD117 expression by flow cytometry and c-Kit protein by
Western blot. As shown in Figures 6B and 6C, 70Z-c-Cbl did
not prevent the disappearance of CD117 from plasma membrane
or the decrease of mature 140-kDa form induced by the drug. This
result shows that c-Cbl was not implicated in the degradation of c-
Kit upon imatinib treatment.

PLOS ONE | www.plosone.org

Imatinib does not modulate the content of
phosphotyrosine-peptides

Since IM could inhibit several tyrosine kinases in addition of c-
Kit, we tested whether IM modified overall tyrosine phosphory-
lation in UT-7/Epo cells. We performed a global and quantitative
analysis of the tyrosine phosphorylated proteins after 4 hours of
treatment with IM. To do so, we used the SILAC labeling method
[24]. UT-7/Epo cells were cultured for at least 3 wecks with
isotopically labeled Lys and Arg. We then verified that more than
95% Lys and Arg residues of each analyzed proteins were
isotopically labeled. Heavy amino acids-labeled cells were then
treated for 4 h with IM whereas cells labeled with light amino
acids received DMSO alone. Proteins from treated and untreated
cells were then mixed and digested with trypsin. Tyrosine
phosphorylated peptides were immunoprecipitated and analyzed
by mass spectrometry (MS). For each identified peptide, ratio of
MS signal intensities for heavy to light forms allowed to determine
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Table 1. List of proteins and identified peptides presenting a tyrosine phosphorylation modification after imatinib (IM) treatment

in UT-7/Epo cells.

Protein names Gene names peptide Ratio H/L Position Range
Amyloid-like protein 2 APLP2 MQNHGYENPTYK 0,47985 Y 755 0,43428-
0,52542
Amyloid-like protein 2 APLP2 MQNHGYENPTYK 0,5596 Y 750 0,53448-
0,58471
SHC-transforming protein 1 SHC1 EIFDDPSYVNVQNIDK 0,57833 Y 428 0,49184-
0,66481
Phosphatidylinositol 3,4,5-trisphosphate 5-phosphatase 1 INPP5D EKIYDFVK 0,67383 Y 865 0,62630-
0,72135
Signal transducer and activator of transcription 5 STAT5S AVDGYVKPQIK 0,71666 Y 694 0,53393-
0,81895
Mucin-1 Mmuci YVPPSSTDRSPYEK 0,75444 Y 1238 0,63110-
0,87778
Cyclin-dependent kinase 1 CDK1 IGEGTYGVVYKGR 0,77535 Y19 0,54629-
1,00440
Tyrosine-protein kinase Lyn LYN SIDNGGYYISPR 0,84216 Y 193 0,81260-
0,87172
Tyrosine-protein phosphatase non-receptor type 18 PTPN18 SAEEAPIYSK 0,85268 Y 389 0,83351-
0,87185
Catenin delta-1 CTNND1 INGPQDHSHIIYSTIPR 0,86045 Y 96 0,81945-
0,90145
Alpha-enolase ENO1 AAVPSGASTGIYEAIEIR 0,89205 Y 44 0,87500-
0,90910
Non-receptor tyrosine-protein kinase TYK2 TYK2 IIAQAEGEPCYIR 0,89579 Y 292 0,87173-
0,93281
Schlafen family member 11 SLFN11 NADPIAKYIQK 0,92243 Y 740 0,75395-
1,09090
Receptor-type tyrosine-protein phosphatase alpha PTPRA VVQEYIDAFSDYANFK 0,94168 Y 809 0,90195-
0,98141
Serine/threonine-protein kinase PRP4 homolog PRPF4B ICDFGSASHVADNDITPYIVSR 0,94375 Y 849 0,93596—
0,95257
Junctional adhesion molecule A F11R VIYSQPSAR 0,95872 Y 284 0,80503-
1,11240
Glycogen synthase kinase-3 GSK3 GEPNVSYICSR 0,97317 Y 279 0,97190-
0,97444
Elongation factor 1-alpha 1 EEF1A1 STTTGHIIYK 0,98889 Y 29 0,97503-
1,00510
Tyrosine-protein phosphatase non-receptor type 11 PTPN11 IQNTGDYYDIYGGEK 0,99527 Y 62 0,95104-
1,03950
Tyrosine-protein kinase JAK2 JAK2 REVGDYGQIHETEVIIK 0,99782 Y 570 0,95137-
1,02940
Mitogen-activated protein kinase 14 MAPK14 HTDDEMTGYVATR 1,00044 Y 182 0,95259-
1,04820
Cyclin-dependent kinase 1 CDK1 IGEGTYGVVYK 1,01198 Y 15 0,99314-
1,03860
Tyrosine-protein kinase HCK HCK VIEDNEYTAR 1,01576 Y 411 0,93732-
1,09420
Cyclin-dependent kinase 3 CDK3 IGEGTYGVVYK 1,0163 Y15 1,00630-
1,02170
Tyrosine-protein kinase Lyn LYN VIEDNEYTAREGAK 1,02901 Y 397 0,98982-
1,06820
Homeodomain-interacting protein kinase 1 HIPK1 AVCSTYIQSR 1,05743 Y 352 1,03746-
1,07660
Transgelin-2 TAGLN2 ANRGPAYGISR 1,06637 Y8 0,98633-
1,14640
Dual specificity tyrosine-phosphorylation-regulated kinase 1 DYRK1 IYQYIQSR 1,14687 Y 321 1,06570-
1,27760
Mitogen-activated protein kinase 3 MAPK3 IADPEHDHTGFITEYVATR 1,14715 Y 204 1,11940-
1,17490
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Protein names Gene nhames peptide Ratio H/L Position Range

Mitogen-activated protein kinase 1 MAPK1 VADPDHDHTGFITEYVATR 1,20773 Y 187 1,01550-
1,39270

Tyrosine-protein kinase Yes YES1 IIEDNEYTAR 1,2854 Y 426 1,15650-
1,44170

doi:10.1371/journal.pone.0060961.t001

whether or not IM affected the phosphorylation of this peptide.
Three independent experiments were performed and peptides
identified and quantified in at least two experiments are reported
in Table 1. As shown in this table, a single protein (APLP2)
showed more than 2 fold change in tyrosine phosphorylation after
IM treatment. Thus, IM treatment did not induce a global
modification in tyrosine phosphorylation in UT-7/Epo cells. In
particular, the phosphorylation of several Src family kinases (Lyn,
Hck, Yes) was not modified by IM. Thus, it seems unlikely that IM
mediates c-Kit degradation by inducing a global modification of
protein phosphorylation on tyrosine residues.

The integrity of c-Kit ATP pocket is crucial for imatinib-
induced internalization

We suspected that internalization was driven by direct interaction
between imatinib and the ATP binding pocket of c-Kit. To test this
hypothesis, we used a mutated form of c-Kit, the so called “gate
keeper” mutant, which contains a T6701 substitution within the
ATP pocket. This mutation abolishes the sensitivity to imatinib by
inducing a substantial deformation of the ATP pocket which
prevents the binding of imatinib, while the multikinase inhibitor
sorafenib retains a better access to the ATP pocket and an inhibitory
activity to this mutant. [25,26,27].

The effects of imatinib on c-Kit expression were analyzed in the
murine Bal-3 cell line transfected with human 16701 c-Kit
mutant or wi-c-Kit. As shown in Figure 7A, internalization of Kit
by imatinib was detected in UT-7/Epo and wt-c-Kit BaF3 cells,
but not in the 16701 c-Kit mutant Bal™-3 cells. Sorafenib used at
5 uM was able to induce c-Kit internalization in the two cell types.
In western blot experiments, we observed that IM was unable to
decrease the expression of the mature form of T6701 c-Kit mutant,
while the wt form of the receptor decreased in UT-7/Epo or in wt-
c-Kit Bal'3 cells (Figure 7B). As expected, the expression of the
mature form of T670I c-Kit mutant was down regulated in the
presence of sorafenib. These data indicate that the accessibility of
the ATP pocket is crucial for imatinib-induced c-Kit internaliza-
tion process.

Discussion

In the present work, we have demonstrated that imatinib induces
the down-regulation of the mature and functional form of c-Kit in
the absence of SCF. The mechanism of TKI-induced c-kit down-
regulation implicates both internalization and lysosomal degrada-
tion of the receptor. This effect is observed as long as the cells are
exposed to the drugs and is reversible after TKI withdrawal. Our
data suggests that the integrity and occupancy of the ATP pocket by
TKI is required for initiation of c-Kit down-regulation.

Our main observation is that c-Kit interacting with imatinib in
the absence of ligand could be processed for internalization. This is
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A ratio H(eavy)/L(ight)<0.5 is associated with a significant decrease in tyrosine phosphorylation of the indicated Y residue after IM treatment. At the opposite, a ratio H/
L>2 is associated with a significant increase in tyrosine phosphorylation of the indicated Y residue after IM treatment. All the peptides were at least identified in two
different experiments. For each peptide, the range of ratio H/L represent the dispersion observed between the experiments.

consistent with the capacity of mutant kinase dead receptors to
internalize. The kinetics of internalization upon SCF ligation or
imatinib were different. While activated receptor upon ligand
binding is rapidly internalized, the internalization of c-Kit by
imatinib is slow suggesting that the mechanism could be quite
different. Activation of the E3 ubiquitin ligase c-Cbl, is a key step
for EGF-R or c-Kit endocytosis after ligand binding or active
mutant c-Kit endocytosis, and their subsequent targeting to the
lysosomal pathway after mono-ubiquitination [9,23,28]. The
recruitment of c-Cbl to c-Kit requires the phosphorylation of
tyrosine residues located close to the transmembrane domain
(Y568 and Y760) and in the C-terminus part of the receptor
(Y936) [9,28]. These tyrosine residues are phosphorylated by the
receptor tyrosine kinase upon ligand binding, and subsequent
receptor internalization is achieved when c-Chl becomes phos-
phorylated by Src kinase family members [4,29,30,31]. Here, we
found that c-Kit internalization induced by imatinib occurs while
c-Kit kinase activity is abrogated, which may prevent the
activation of c-Cbl and consequently delay the process.

Because the spectrum of TKI targets includes both membrane
receptors like c-Kit and several intracellular kinases, we should ask
whether the internalization of c-Kit is a side effect due to the
inhibition of other intracellular kinases. To explore this hypothesis,
we have analyzed the phosphotyrosine peptides in the UT-7/Epo
cell line cultured with Epo before and after induction of c-Kit
internalization with imatinib. We did not observe significant
modifications of phosphotyrosine peptide content, including those
corresponding to major signaling pathways downstream Epo
receptor including the. STAT5 and ERK1/2 pathways. This is
consistent with the fact that IM did not modify Epo-induced UT-
7/Epo cell proliferation (Figure 1D). This demonstrates that
imatinib does not induce a significant modification of the activity
of most tyrosine kinases in these cells.

Our data support the idea that internalization could be initiated
after the binding of imatinib to the ATP binding pocket. We used
the T670I mutant c-Kit unable to bind imatinib and responsible for
myeloproliferative disorder in mice and imatinib-resistant GIST in
humans [26,32]. Indeed, up to 10 pM imatinib was ineffective to
block T670I mutant —driven cell proliferation, while kinase inhibitor
sorafenib, which inhibits wt c-Kit at a concentration of 5 uM
efficiently reduced this proliferation [27,33 and our data not
shown]. Sorafenib also efficiently improved response rate and
overall survival in patients with metastatic renal cell carcinoma
overexpressing wt c-Kit [34]. In our work, we show that both
sorafenib and imatinib induced the down-regulation of wt c-Kit
suggesting that internalization consecutive to targeting of the ATP
binding pocket is a common mechanism for various TKI. By
contrast, sorafenib but not imatinib could induce the internalization
of c-Kit when mutated at T670 which exhibits a deformation of the
ATP binding pocket previously shown to prevent the binding of
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Figure 7. The integrity of c-Kit ATP pocket is crucial for imatinib-induced internalization. UT-7/Epo, BaF-3 hKit WT and BaF-3 hKit 7670l
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50 ng/mL SCF. A. Cell surface expression of c-Kit by flow cytometry using CD117 antibody (black line) compared to isotypic antibody (grey line).
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Western Blot analysis of cell lysates. Actin is used as loading control. Results are representative of three independent experiments.

doi:10.1371/journal.pone.0060961.9g007

imatinib. We conclude from these experiments that binding in the
A'TP pocket of c-kit is a prerequisite for subsequent initiation of the
internalization process by TKI.

The remaining question is the consequence of imatinib binding
on the overall conformation of the receptor. In 2004, Mol and
colleagues [35] have shown that c-Kit, in the absence of ligand,
may exist in two different pre-activated and auto-inhibited
conformations. To further describe the auto-inhibited conforma-
tion, they generated a series of point mutations, and demonstrated
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the importance of juxta-membrane domain for the stabilization of
the protein. They also demonstrated that IM could disrupt the
conformation thus abrogating the auto-inhibited state. We suspect
that when released from auto-inhibition, the receptor should
initiate its internalization process. This was confirmed by X-ray
crystallography of c-Kit-imatinib complex showing that imatinib
binds to a conformational inactive monomeric form of c-Kit. We
suggest that this modification could expose an internalization
specific motif that is normally buried in inactive receptors.
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However, since internalization kinetics after TKI treatment is
much slower than after SCF stimulation, it is likely that efficiency
of this process is poor compared to the down-regulation
mechanism involving c-Cbl after SCF stimulation.

Finally, imatinib-dependent c-Kit down-regulation drastically
impacts on the rate of erythroblast maturation i vitro. Thus, c-Kit
expression alone seems to be sufficient to delay the terminal
differentiation of erythroid cells in the absence of SCF. Whether c-
Kit could behave as a molecular adaptor in this process or is
activated to low levels by a mechanism that remains to be
determined deserves supplementary investigations.

In conclusion, our results describe the mechanism of long-term
induction of c-Kit internalization by TKI. Prolonged down-
regulation and degradation of c-Kit by imatinib may add to the
rapid inhibitory effect of the drug on c-Kit tyrosine kinase activity
in tumors in which overexpression of wt-c-Kit worsens the
prognosis.

Supporting Information

Figure S1 Imatinib or masitinib decreases cell surface
expression of mature and functional c-Kit in BaF3 hKit
WT and TF-1 cells. A and B. Cell surface expression of c-Kit.
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Imatinib or masitinib decreases cell surface expression of mature and
functional c-Kit in BaF3 hKit WT and TF-1 cells. A and B. Cell surface expression
of c-Kit. Murine BaF3 were stably transfected with a human c-Kit WT and incubated
with indicated concentrations of imatinib (IM) (grey bars) or masitinib (MA) (black bars)
for 4 h (A). TF-1 erythroid cell line was incubated with 2 uM of imatinib (IM) (grey bars)
or 2 uyM of masitinib (MA) (black bars) for 4 h (B). C-Kit cell surface expression was
determined by flow cytometry. Results were expressed in Ratio of median
Fluorescence Intensity (RFI), and the values were normalized to untreated cells.
Results are the mean of at least three independent experiments.
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Résultats Il : Devenir du nucléole au cours de la différenciation érythroide normale et pathologique des SMD

Contexte Scientifique

A. Structure et morphologie du nucléole

Depuis de nombreuses années, le nucléole se définit comme étant le lieu de la

biogenese des ribosomes.

Au début des années 2000, des études protéomiques, ont permis de révéler la
présence de plus de 700 protéines différentes dans le nucléole. La majorité d’entre elles sont
des protéines impliquées dans la biogenése du ribosome (environ 35%), mais le nucléole
renferme également des protéines impliquées dans le métabolisme des ARNm, la structure
de la chromatine, le cycle cellulaire, la réparation de I’ADN ou encore dans la dégradation
protéique, ainsi que des protéines chaperones. De facon intéressante, 16% des protéines
identifiées n’ont pas de fonction encore définie (Scherl et al., 2002) (Andersen et al., 2002)

(Andersen et al., 2005) ( ).

fonctions
inconnues
16%

protéines
chaperones
2%
biogenése
du ribosome
35%

autre
(cycle cellulaire,
réplication et
réparation de I’ADN,
dégradation protéines...)
22%

métabolisme des
ARNmM
20%

structurede la
chromatine
5%

Le nucléole est composé d’environ 700 protéines, impliquées dans différents processus biologiques.

Ces résultats suggerent donc que, outre la biogenése des ribosomes, le nucléole est

le lieu de diverses fonctions cellulaires.
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La premiére description du nucléole fut faite par Fontana en 1781. Ce dernier décrit
sa découverte comme « un corps oviforme ayant une tache en son centre ». Cinquante ans

‘M€ siecle,

plus tard, Montgomery et Valentin nomme cette zone « nucléole ». Au cours du XX
I’évolution des techniques de microscopie, et notamment l'invention de la microscopie
électronique, permet de déterminer 'ultra-structure du nucléole, et de le définir comme une

région particuliere du noyau.

En microscopie électronique, le nucléole apparait comme un domaine nucléaire non
délimité par une membrane. Il est composé de trois sous-domaines, reconnaissables par leur
différence de densité aux électrons (Figure 31). La « matrice » du nucléole, appelé Composé
Granulaire (CG), composé de granules de 15 um a 20 um, enchasse les Centres Fibrillaires
(CF) et les Composants Fibrillaires Denses (CFD). Les CF sont des régions plutot claires et de
tailles variables, entres 0.1 um et 1 um. Les CFD ont un aspect plus contrasté, plus dense aux
électrons, et enchassent les CF. Généralement, le nucléole est entouré d’hétérochromatine

(Hernandez-Verdun and Louvet, 2004).

hétérochromatine ———>

composant

fibrillaire dense o

____ <«———— composé granulaire
L €———— centresfibrillaire

~

Figure 31 : Structure nucléolaire
A. Noyau en microscopie électronique a gauche, et agrandissement d’un de ses deux nucléoles a
droite. B. Représentation schématique d’un nucléole en conditions physiologiques.
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Une cellule diploide humaine normale contient a peu prés 400 genes ribosomiques
répétés en tandem. Les loci de ces génes sont localisés dans les régions sub-télomériques
des chromosomes acrocentriques 13, 14, 15, 21 et 24 (Raska, 2004). C'est autour de ces
régions géniques, appelées NOR (Nucleolar Organizer Region), que le nucléole se forme.
Chez 'Homme, plusieurs NORs cooperent afin de former un nucléole. Il est a noter que
toutes les copies des genes ribosomiques ne sont pas actives. En effet, des cellules en phase
exponentielle de croissance, nécessitant donc une forte production de ribosomes,

n’expriment seulement que 60% de leurs genes ribosomiques (Conconi et al., 1989).

Le nucléole est intimement lié¢ a la synthése des ribosomes, et ses trois
compartiments supportent des étapes précises de cette maturation. En 1984, Scheer et
Rose, montrent que I’ARN polymérase | s’accumule au niveau du CF (Scheer and Rose, 1984).
Dix ans plus tard, Shaw et al. révele que I’ADNr est majoritairement localisé au niveau de la
chromatine qui entoure le nucléole, mais en retrouve également, en plus petites quantités,
dans les CF (Shaw et al., 1995). Cependant, la localisation précise des étapes de maturation
des ARNr et d’assemblage des sous-unités du ribosome n’est toujours pas clairement
élucidée. En effet, pour certains, seul le CF héberge la transcription des ARNr (Thiry et al.,
2000). Pour d’autres, le CF est le lieu de stockage des génes ribosomiques, et la synthése des
ARNr se fait a l'interface du CF et du CFD (Koberna et al., 2002) (Derenzini et al., 2006)
(Raska et al., 2006). Quoiqu’il en soit, le facteur de transcription UBF, trans-activateur de
I’ARN polymérase |, indispensable a la transcription des ARNr (Voit et al., 1995), est un
marqueur spécifique du CF.

La maturation des ARNr se situe quant a elle, successivement dans le CFD puis dans le

CG (Puvion-Dutilleul et al., 1991) (Shaw et al., 1995).

Le nucléole est donc une structure tripartite dynamique et modulable. En effet,
I'inhibition de ’ARN polymérase | par une faible dose d’actinomycine D, se traduit par une
réorganisation structurale du nucléole. Apres traitement, on observe une ségrégation claire

du CF, du CFD et du CG (Shav-Tal et al., 2005) ( ).
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controle

CFD

CG

- :

CFD

A. Microscopie électronique de nucléoles en condition physiologique (gauche) ou apres
traitement a I'actinomycine D (droite). B. Repésentation schématique de la ségrégation des
domaines nucléolaires apres inhibition de I'ARN polymérase | par traitement a
I’actinomycine D.

La structure nucléolaire reflete donc I'activité traductionnelle d’'une cellule, et dans
certaines conditions, physiologiques ou pathologiques, cette activité traductionnelle est

altérée.

B. Nucléole et défaut de biogenése du ribosome

En 2010, I'équipe de P-E Gleizes a étudié I'impact de I'inhibition des protéines de la
sous-unité 40S du ribosome sur la morphologie nucléolaire. Les résultats obtenus, par des
marquages immunofluorescents de la fibrillarine, protéine constituante des CFD, montrent
que la répression de lI'expression de la plupart des Rps induit un aspect irrégulier du
nucléole, mais néanmoins proche de la structure normale. Toutefois, lorsque la protéine
Rps16 n’est pas exprimée, le CFD se condense et se relocalise en périphérie du nucléole
(O’Donohue et al., 2010). Cet aspect est comparable a celui obtenu lorsque les cellules sont

traitées par I'actinomycine D (Dousset et al., 2000).
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Des études d’immunofluorescences ont montré que linhibition partielle de
I’expression des protéines Rps14 ou Rps19 n’engendrent pas de modifications de localisation
du CG (Dutt et al., 2011) ou du CFD (Choesmel et al., 2007). Cependant, des analyses de
microscopie électronique ont permis de mettre en évidence que les patients atteints d’ADB
et porteurs d’'une mutation touchant le géne Rps19, présentaient des CFD nettement plus
compacts que les CFD de patients atteints d’ADB mais ne présentant aucune mutation de
génes codant des protéines ribosomiques. (Choesmel et al., 2007). Enfin, Fumagalli et al. a
montré en 2009, que I'absence de la protéine Rps6 n’induit pas de relocalisation du CFD

(Fumagalli et al., 2009).
Ces résultats montrent donc qu’un stress ribosomique n’engendre pas

systématiquement un phénotype nucléolaire aberrant et que celui-ci est variable selon

I'origine du stress.

C. Nucléole et cycle cellulaire

La mitose est une phase critique du cycle cellulaire durant laquelle la biogenese des
ribosomes est arrétée. En effet, la synthése et la maturation des ARNr sont interrompues en
prophase, puis la transcription des ADNr et la maturation des particules pré-ribosomiques
sont progressivement réactivées en fin de télophase, correspondant a la séparation des deux
cellules filles et a la reformation du noyau. Pendant la mitose, le nucléole se désintégre donc

puis est reformé.

Grace a des études quantitatives d’imagerie photonique, I'équipe de Lamond a
démontré que la dissociation du nucléole suit une cinétique bien précise (Leung et al., 2004).
Au cours de la prométaphase, les CF se désintegrent en premier puis sont rapidement suivis
par la dissociation des CFD. De plus, au cours de cette période, de petites particules
ribonucléoprotéiques, appelé NDF (Nucleolar Derived Foci) s’assemblent. Celles-ci
apparaissent comme étant un lieu de stockage inerte renfermant les pré-ARNr (Dundr and
Olson, 1998) (Dundr et al., 2000) ainsi que des protéines nucléolaires telles que la fibrillarine

ou la nucléophosmine (Ochs et al., 1985) (Thiry et al., 2009).
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La transition prométaphase/métaphase se caractérise par I'agrégation de
nombreuses protéines ribosomiques, telles que la fibrillarine, a la périphérie des
chromosomes, formant ainsi une gaine autour des chromosomes et pouvant permettre la
répartition homogene des protéines nucléolaires (Hernandez-Verdun and Gautier, 1994)

(Savino et al., 2001) (Hernandez-Verdun and Roussel, 2003).

La nucléogenese post-mitotique se déroule autour des NORs et s’étend de Ia
télophase jusqu’a la phase G1 du cycle cellulaire, apres réactivation de I’ARN polymérase |.
Pendant la premiere partie de la télophase, lorsque les NDF disparaissent, de nouvelles
structures ribonucléoprotéiques, appelées PNB (Pre-Nucleolar Bodies) apparaissent. Celles-ci
renferment des protéines structurales du nucléole telles que la nucléophosmine
(NPM1/B23) (Ochs et al., 1985) (Fomproix et al., 1998) (Angelier et al., 2005) ainsi que des
pré-ARNr (Dousset et al., 2000) (Dundr et al., 2000) et participent a la reformation de
nucléoles fonctionnels (Carron et al., 2012). Il est a noter que la fibrillarine, protéine
représentative du CFD n’est pas présente dans ces structures éphémeéres (Muro et al., 2010).

Les PNBs ont une composition protéique variable et participent séquentiellement
dans la biogenése des ribosomes. En effet, les PNBs composés de protéines impliquées
précocement dans la maturation des ribosomes disparaissent avant les PNBs composés de
protéines impliquées tardivement dans la maturation des ribosomes. Au sein d’un PNB, les
protéines sont transférées vers le nucléole selon leur ordre d’implication dans la maturation

des ribosomes (Savino et al., 1999) (Savino et al., 2001).

D. Nucléole et différenciation érythroide

Les études morphologiques du nucléole sur des cellules érythroides en
différenciation sont peu nombreuses et assez anciennes.

Néanmoins, il a été montré que la taille du noyau et du nucléole diminue de facon
proportionnelle en fin de différenciation érythroide. En effet, une étude menée sur des
érythroblastes d’embryons de poulet, montre qu’en fin de maturation, lorsque les cellules
sont de petite taille, les nucléoles s’apparentent a des « micronucléoles » inactifs, reflétant
I'inhibition irréversible de la synthése d’ARNr (Likovsky et al., 1994). De méme, les

érythroblastes issus de souris adultes ou nouveau-nées, présentent une relation étroite
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entre la taille du noyau et celle des nucléoles. De plus, il apparait qu’un noyau de grande
taille renferme plus de nucléoles qu’un noyau de petite taille (Sasaki et al., 1983). Koury et
al. a également montré, que des érythroblastes murins immatures, infectés avec le virus de
Friend (permettant la différenciation cellulaire terminale) perdent leurs nucléoles en phase
tardive de différenciation (Koury et al., 1988).

Enfin, Chelidze et al. a étudié la morphologie du nucléole d’érythroblastes de foie
foetaux murins et a observé que les CF des érythroblastes basophiles et des érythroblastes
polychromatophiles sont trés étendus et situés en bordure du nucléole. En fin de
différenciation, quand la chromatine se condense et que le noyau devient pycnotique, il

observe que la taille des CG est fortement diminuée (Chelidze et al., 1984).

A ce jour, aucune analyse morphologique des nucléoles n’a été réalisée au cours de la

différenciation des érythroblastes humains normaux.

Il. Introduction de I’étude

Au cours de la différenciation érythroide terminale, les cellules diminuent de taille,
leurs noyaux se condensent, jusqu’a étre expulsés afin de donner naissance aux hématies.
Au cours de ces dernieres étapes de maturation, la synthese protéique, assurée par le
ribosome, est réduite. Le nucléole, compartiment nucléaire spécifique, est le lieu de

synthése et des premieres étapes de la maturation de ce complexe ribonucléoprotéique.

Nous avons analysé de maniere qualitative et quantitative la morphologie du
nucléole par des études de microscopie électronique ainsi que par des marquages
immunofluorescents de la protéine NPM1, représentative du CG. De plus, nous avons
cherché a corréler les observations faites sur la morphologie nucléolaire, avec le stade de

différenciation érythroide, la prolifération cellulaire ainsi que la taille des cellules.
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Matériel et méthode

A. Culture cellulaire

Une partie de cette étude été réalisée sur la lignée cellulaire HelLa (ATCC® CRL-
13011). Ces cellules sont cultivées en milieu DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium)
supplémenté avec 10% de SVF (Sérum de Veau Fcetal), et avec 1% de pénicilline et
streptomycine. Afin d’analyser l'impact d’un stress ribosomique sur la morphologie
nucléolaire, nous avons traité les cellules avec 5nM d’actinomycine D (Calbiochem, Merk

Biosciences, Darmstadt, Allemagne) pendant 4h.

Nous avons également utilisé différents types de prélevements issus de donneurs
sains ou de patients porteurs d’'un SMD de faible risque. Les échantillons normaux sont issus
de couches leuco-plaquettaires, de cytaphéréses réalisées aprés mobilisation des
progéniteurs médullaires par le G-CSF en vue d’une allogreffe de cellules souches
périphériques, et de sang de cordon ombilical, issus de donneurs volontaires.

Les progéniteurs hématopoiétiques sont triés sur le marqueur CD34" a l'aide du
systeme MidiMacs (Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach, Allemagne), a partir des cellules
mononucléées isolées aprés FICOLL.

Par la suite, la culture liquide des cellules érythroides se déroule en deux phases. Au
cours de la premiére phase d’amplification, les cellules sont cultivées en milieu RPMI
(Roswell Park Memorial Institute medium), supplémenté avec 15% de BIT (BSA-Insuline-
Transferrine — StemCell Technologies) et avec 1% de pénicilline et streptomycine, auquel
sont rajoutés 100ng/mL de SCF, 40ng/mL d’IGF (Insulin-like Growth Factor) 1, 1U/mL d’IL
(Interleukine) 3 et 10ng/mL d’IL6. 1uM de dexaméthasone est également ajouté au milieu
pendant les premiers jours de culture. La deuxieme phase de différenciation est initiée a
partir du dixieme jour de culture, en remplagant ces cytokines par 1U/mL d’EPO et 40ng/mL

d’IGF1.

Tout au long de cette culture, les cellules sont conservées a une densité de 8.10°

cellules/mL. L’état de différenciation des cellules est suivi tous les jours par une analyse

103



Résultats Il : Devenir du nucléole au cours de la différenciation érythroide normale et pathologique des SMD

cytologique réalisée sur une lame de cytocentrifugation colorée au May-Griinwald Giemsa

(MGG).

B. Cytométrie en flux

La différenciation érythroide est également suivie en cytométrie en flux sur
I'expression du récepteur de la transferrine (CD71), et du marqueur érythroide
membranaire, la glycophorine A (GPA, CD235a).

Le suivi de la taille des cellules a également été réalisé en cytométrie en flux, a I'aide

de la médiane du paramétre FS (Foward Scatter), aprées fenétrage des cellules vivantes.

C. Détection de la protéine NPM1 en immunofluorescence

L'étude du composé granulaire a été réalisée grace a un marquage en
immunofluorescence de la protéine nucléolaire NPM1.

Les cellules sont fixées en méthanol pendant 10 minutes a -20°C, puis réhydratées en
PBS (Phosphate Buffered Saline) 1X, et perméabilisées en Triton X-100 0.5% pendant 5
minutes dans la glace. Le blocage est réalisé en tampon de saturation SSC (Saline-Sodium-
Citrate — 0.15M NaCl ; 15mM citrate de sodium — pH7) contenant 3% de BSA (Bovin Serum
Albumin), et 0.1% de Tween pendant 30 minutes a température ambiante. Apres 4 lavages

eme

en PBS 1X, I'anticorps primaire dirigé contre la protéine NPM1, dilué au 1/400"" en tampon
de saturation, est incubé pendant 1h a température ambiante, puis I'anticorps secondaire,
dilué au 1/500°™ en tampon de saturation, est incubé 1h a température ambiante a I'abri de
la lumiere. Aprés lavage, les cellules sont mises en milieu de montage fluoromount-G

contenant du DAPI (SouthernBiotech, Birmingham, AL, USA) et lutées.

D. Analyse des marquages immunofluorescents de NPM1 et

reconstruction des nucléoles en 3D

L’acquisition des images est réalisée sur le microscope confocal Spinning Disk (Leica,

Wetzlar, Allemagne). Pour chaque champ analysé, plusieurs images, dans la profondeur de
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IV.

I’échantillon (tous les 0,4 um), ont été prises afin de pouvoir réaliser une reconstitution 3D
avec le logiciel Imaris (Bitplane, Scientific Solutions, Zurich, Suisse). La quantification des
surfaces et des volumes des marquages immunofluorescents, a été réalisée sur un nombre
moyen de 60 cellules par condition.

Le calcul de nombre de cellules ayant un marquage NPM1 a été réalisé a I'aide du
logiciel de traitement d’image Image J (Wayne Rasband, National Institut of Health, USA) sur

un nombre moyen de 260 cellules par condition.

E. Microscopie électronique

Apres cytocentrifugation, les cellules érythroides cultivées sont fixées pendant 30
minutes a température ambiante en glutaraldéhyde 3%. Aprés lavages en PBS 1X, les
échantillons sont conservés a 4°C et déposés a la plateforme d’imagerie électronique de
I'Institut Cochin. Les échantillons sont alors inclus en résine de type EPON puis des coupes de
80nm sont réalisées a I'aide de I'ultramicrotome Reichert Ultracut S (Leica) et montées sur
des grilles de nickel de 200 mesh.

L'acquisition d’'images est effectuée sur le microscope électronique a transmission
JEOL 1011 (Jeol Europe, Croissy-sur-Seine, France), et les images sont analysées par le

logiciel DigitalMicrograph (Gatan.INC, Pleasanton, USA).

Résultats et discussion

A. Morphologie du nucléole dans les cellules Hela traitées a

I’actinomycine D

A faible dose, I'actinomycine D induit un stress nucléolaire, par inhibition de I’ARN
polymérase |. Ce stress se caractérise par la ségrégation des domaines structuraux du

nucléole (Shav-Tal et al., 2005).
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1. Microscopie électronique

Comme le montrent les images représentatives de microscopie électronique a fort
grossissement (25000X pour l'image de cellules non traitées et 40000X pour lI'image de
cellules traitées a I'actinomycine D) de la , un traitement de 5nM d’actinomycine
D pendant 4h induit une réorganisation nucléolaire. En effet, en condition contréle, nous
pouvons observer que le nucléole présente un CG renfermant trois CF, eux-mémes entourés
de CFD. Lorsque l'activité transcriptionnelle de I'ARN polymérase | est inhibée, nous
constatons une ségrégation des domaines nucléolaires. En effet, les CF se condensent en
périphérie du nucléole et ne sont plus entourés des CFD, eux-mémes agrégés en périphérie
nucléolaire.

De plus, lorsque les images sont réalisées a plus faible grossissement (3000X pour
I'image de cellules non traitées et 6000X pour I'image de cellules traitées a I'actinomycine
D), il apparait que les cellules contrbles présentent des nucléoles moins denses aux électrons

que les cellules traitées a I'actinomycine D ( ).

2. Immunofluorescence de la protéine NPM1

Par la suite, nous avons réalisé des marquages immunofluorescents de la protéine

NPM1, représentative du CG, qui définit la « matrice » nucléolaire.

Comme le montre la , les marquages immunofluorescents des cellules
contréles sont plus grands que les marquages des cellules traitées a I'actinomycine D, qui
paraissent également plus condensés.

La reconstitution 3D de ces images, avec le logiciel d’analyse Imaris, ainsi que
I'analyse des données recueillies, nous a permis de montrer, de maniere quantitative, que la
surface et le volume des CG aprés traitement a I'actinomycine D sont significativement
réduits. De plus, nous observons également que le nombre de nucléole par cellule est

légerement, mais significativement, augmenté ( ).

Ces analyses montrent donc, qu’en réponse a un stress induit par l'arrét de la

transcription des ADNTr, le nucléole subit des changements morphologiques importants. La
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ségrégation des domaines constituant le nucléole, visible en microscopie électronique, se

traduit, en microscopie photonique, par la réduction de taille et de volume du CG.
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A. Microscopie électronique sur des cellules Hela contréles (gauche) ou traitées a I'actinomycine D
(droite). L’inhibition de la transcription des ARNr par un traitement de 5nM d’actinomycine D
pendant 4h, induit une ségrégation des domaines structuraux du nucléole. B. Marquages
immunofluorescents de la protéine NPM1 sur des cellules HelLa contrdles ou traitées a I'actinomycine
D. C. Analyse quantitative de la ségrégation des domaines nucléolaires des cellules HelLa contréles ou
traitées a I'actinomycine D. La réorganisation nucléolaire induite par I'actinomycine D se traduit par
une diminution significative du volume, de la surface des CG du nucléole ainsi que du nombre de
nucléoles par cellule. Ces analyses quantitatives ont été réalisées grace au le logiciel de
reconstitution 3D Imaris.
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En outre, il semble que les cellules traitées a I'actinomycine D présentent un nombre
de marquages NPM1 plus élevé que les cellules contrdles ( ). Ces structures
supplémentaires pourraient étre des NDF. En effet, il a été montré qu’en réponse a une
faible dose d’actinomycine D, les cellules HelLa forment des NDF, entre autre constitués de la
protéine NPM1 (Zharskaia and Zatsepina, 2005).

Ceci reste néanmoins a confirmer par la mise en évidence d’une colocalisation entre

la protéine NPM1 et des pré-ARNr par exemple.

B. Evolution de la morphologie des nucléoles au cours de la

différenciation érythroide normale

Lors des dernieres étapes de la différenciation érythroide, le nombre de divisions et
la taille des cellules diminuent, et les noyaux se condensent jusqu’a étre expulsés. Pendant
cette période de changements morphologiques, la synthése protéique est ralentie.

Nous avons étudié la morphologie des nucléoles au cours de ces différentes étapes.

Nous avons analysé six cultures de progéniteurs érythroides normaux. Les résultats
obtenus sur une culture représentative, issue de sang de cordon (N2, ), seront

présentés.

Les cellules érythroides normales sont cultivées comme indiqué dans la
Au lendemain du tri des progéniteurs hématopoiétiques, le marquage en cytométrie de flux
de la protéine de surface CD34 montre une pureté de 94%. Comme le montre la ,

eme

au 57" jour de culture, 80% des cellules n’expriment ni le marqueur CD71 ni le marqueur

CD235a. Au fur et a mesure de la différenciation érythroide, les cellules acquierent le

eme

marqueur CD71 (51% de cellules positives au 8 jour de culture et 70% au 12éme) puis le
marqueur CD235a (2% de cellules positives au 8™, 16.5% au 12°™ puis 83% et 95.6% aux
16°™ et 19°™ jours, respectivement) et enfin perdent le marqueur CD71 (12.2% de cellules

positives au 16°™ jour et 0.9% au 19°™ jour) ( ).
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Figure 34 : Suivi d’'une culture de progéniteurs érythroides humains normaux

jours de culture
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A. Conditions de culture et cytokines utilisées. B. Profil de cytométrie en flux ; le marquage CD34 un
jour apres le tri nous permet de vérifier la qualité de la purification de cellules, et les marquages
CD71 et GPA nous permettent de suivre la différenciation érythroide. C. Décompte cytologique sur
cytocentrifugation colorée au MGG. D. Courbe de croissance cellulaire ; 'ordonnée représente le
nombre cumulé de cellules.
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Le décompte cytologique des différentes populations érythroides apres coloration
des cellules au MGG ( ) montre qu’au fur et a mesure de la culture, le pourcentage
de proérythroblastes diminue au profit de I'augmentation du pourcentage de cellules
matures. En effet, aux 5°™ et 8™ jours de culture, on décompte respectivement 98% et
96% de proérythroblastes, contre 2% et 4% d’érythroblastes basophiles. A partir du 14°™
jour de culture, on observe une hétérogénéité de la culture, avec 41% de proérythroblastes,
39% d’érythroblastes basophiles, 17% d’érythroblastes polychromatophiles et 3%

d’érythroblastes acidophiles. Au 21°me jour, la culture cellulaire ne présente plus de
proérythroblastes, 11% d’érythroblastes basophiles, 27% d’érythroblastes

polychromatophiles et 62% d’érythroblastes acidophiles.

Enfin la courbe de prolifération, en nombre cumulé de cellules, nous permet
d’appréhender le taux de croissance cellulaire. Au cours de cette culture, nous avons donc
obtenu un nombre cumulé de 6,05.10™ cellules & partir d’une population initiale de 1.10°
cellules ( ).

Comme le montre la , entre le 1% et le 6°™ jour de culture, les cellules
proliférent lentement (temps de doublement d’environ 80h) alors que leur taille augmente
fortement (facteur 1.4).

De facon intéressante, I'entrée des cellules en phase exponentielle de croissance
(temps de doublement d’environ 18.5h), entre le 6™ et le 16°™ jour, ne s’accompagne pas,
dans un premier temps, de variations de taille. Cependant, lorsque les cellules sont placées

éme

dans un milieu de culture permettant leur différenciation, au 11 jour, leur taille

eme

commence a diminuer. A partir du 16 " jour, lorsque la prolifération cellulaire ralentit
(temps de doublement d’environ 42.5h), la taille des cellules continue a diminuer, jusqu’a
atteindre une taille minimale, inférieure a leur taille initiale, mesurée 12h aprés isolement

des progéniteurs hématopoiétiques CD34".
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éme

au cours de la différenciation. Entre jO et le 11" jour, les cellules sont en conditions d’amplification

et entre le 11¥™ et le 23*™ jour, elles sont en conditions de différenciation. Les pointillés délimitent
les phases de latence et de prolifération exponentielle.

Nous avons ensuite réalisé des marquages immunofluorescents de la protéine
nucléolaire NPM1, représentative du CG. La reconstitution 3D des cellules marquées, a
permis d’analyser, de maniére quantitative le volume et la surface des CG. Il est a noter que

cette analyse a été réalisée sur les érythroblastes nucléés, marqués au DAPI.

Au fur et a mesure de la différenciation érythroide, nous pouvons observer la
condensation des noyaux. Il est  noter, qu’en début (entre le 8™ et le 12°™ jour) et fin
(entre le 19°™ et le 21°™ jour) de culture, les diamétres nucléaires sont assez homogénes,
reflétant des populations cellulaires également homogeénes. En milieu de culture (entre le
14°™ et le 16°™ jour), les noyaux ont des tailles variables, reflétant la coexistence de

populations cellulaires hétérogenes ( ).

Au fur a et a mesure de la différenciation érythroide, la taille des marquages

immunofluorescents NPM1 diminue ( ).
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Comme le montrent les graphiques de la , la différenciation érythroide est

associée a une réduction de la surface et du volume des CG. En effet, au 8™ jour de culture,

les CG arborent une surface et un volume moyen de 17,51 pm? (SEM + 1.073) et 5.9um’

eme

(SEM + 0.4765) respectivement, alors qu’au 16°™ jour, la surface des CG est de 7.344 um?
(SEM * 0.4858) et le volume est de 1.492 pum® (SEM * 0.1382). Enfin, au 21°™ jour de
culture, les CG ont une surface moyenne de 3.4um? (SEM * 0.1498) et un volume moyen de

0.5474 um?® (SEM + 0.03581).

Les résultats obtenus semblent étre cohérents avec les observations faites lors des
études de la morphologie du nucléole menées sur des érythroblastes murins et d’embryons
de poulet. En effet, ces deux travaux avaient rapporté qu’en fin de différenciation
érythroide, les nucléoles s’apparentaient a des « micronucléoles », et que le CG diminuaient

fortement de taille (Chelidze et al., 1984) (Likovsky et al., 1994).

Cependant, il est possible que ces marquages immunofluorescents de la protéine
NPM1 de petites tailles, correspondent a des NDF ou a des PNB. N’ayant pas réalisé
d’analyse du cycle cellulaire ou de co-marquages d’autres protéines nucléolaires présentes

dans ces structures, nous ne pouvons pas définir avec certitude la nature de ces foci.

De maniére intéressante, il apparait que ces deux parametres décroissent
paralléelement. Cette observation est validée par I'analyse de la sphéricité des CG qui n’est
pas modifiée au cours de la différenciation érythroide. En revanche, si nous donnons une
valeur de 1 a une sphere idéale, nous abservons que les CG ne sont jamais sphériques au

cours de la différenciation érythroide ( ).

De plus et quelque soit le stade de maturation des érythroblastes, nous n’observons
pas de variations significatives du nombre de marquages immunofluorescents. En effet, au
geme jour de culture, les cellules arborent une moyenne de 3.03 (SEM %0.74) marquages
NPM1 par cellule, de 4.33 (SEM + 0.23) au 16°™ jour, de 3.86 (SEM + 0.56) au 19°™ jour et

de 3.34 (SEM + 0.64) au 21°™ jour de culture ( ).

112



Résultats Il : Devenir du nucléole au cours de la différenciation érythroide normale et pathologique des SMD

A noyau (Dapi)

surface volume
80 - 30 -
v
v
20 v
w -»
. -4 DA
g S S
z Ao
10 - 4 .
-
&
0
56 7 8 91011121314151617181920212223 567 8 91011121314151617181920212223
jours de culture jours de culture
sphéricité CG/cellule
1A 8 1
" "
o 2
g 0.8 - i ! % 6 - -
bt .
% 0.6 % *
oo 0] oo 4 v
s * - S 44 ' * 't * -
> hd - T >
‘6 0.4 4 Y - E ? 5 & 1
£ £ A * 1
L 2 2
5 0.2 5 v
£ £
o o
[ [
OIIIIIIIIIIIIIIIIIII ollllllllllvllllllll
56 7 8 91011121314151617181920212223 567 8 91011121314151617181920212223
jours de culture jours de culture

A. Marquages immunofluorescents de la protéine NPM1 dans les érythroblastes normaux a
différents jours de culture. Ces images sont issues de la compression de toutes les images prises dans
la profondeur de I’échantillon. B. Analyse quantitative grace au logiciel de reconstitution 3D Imaris de
chaque CG marqué.
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Par la suite, nous avons réalisé une étude comparative de I'évolution du marquage
immunofluorescent du CG en fonction de la taille des cellules et de leur prolifération.
Comme le montre la , la diminution de la taille des cellules au cours de la
différenciation érythroide s’accompagne de la diminution du volume et de la surface des CG.
En effet, entre le 8™ et le 12°™ jour de différenciation érythroide, la taille des cellules
commence a réduire et les marquages des CG diminuent également en surface et en volume
d’un facteur 1.4 et 2, respectivement. De plus, en fin de différenciation, entre le 19°M€ et le
21°™ jour, lorsque le volume et la surface des CG ne varient plus (facteur 1.07 pour le
volume et un facteur 1.06 pour la surface), nous constatons que les cellules ont atteint une

taille minimale, inférieure a leur taille initiale, mesurée au lendemain de la purification des

progéniteurs hématopoiétiques.

Diametre cellulaire VS surface CG Diameétre cellulaire VS volume CG
- 20 - 8
4 -
15 £ § L 6 ~
s ® > i
o 10 o ’ F 4 o
» g © s
L 5 ¢ F2 9
® o 3 ¢ >
0 L A 0
01234567 8 91011121314151617181920212223 012345678 91011121314151617181920212223
Jours de culture jours de cultue
Prolifération VS surface CG Prolifération VS volume CG
r 20 - 8
¢ = _
- 15 g § - 6 e
L 2 o S
100 » -4 o
) £
L 4 e » =
5 ¢ F2 8
* 0 3 & z
0 * e 0
012345678 91011121314151617181920212223 01234567 8 91011121314151617181920212223
Jours de culture Jours de culture

A. Evolution de la taille des CG et des érythroblastes au cours de la différenciation érythroide. B.
Evolution de la taille des CG et de la prolifération des érythroblastes au cours de la différenciation
érythroide.
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De plus, et comme montré précédemment, les étapes ultimes de la culture ex vivo
d’érythroblastes s’accompagnent d’une réduction du pouvoir prolifératif des cellules. Il
eme

semble donc que cette réduction de prolifération, débutant au 16 " jour de différenciation

soit concomitante avec la stabilisation finale de la taille des CG ( ).

Ces résultats sont représentatifs des 6 échantillons normaux étudiés pour lesquels

nous n’avons pas pu disposer d’autant de points de différenciation.

C. Morphologie nucléolaire au cours de la différenciation érythroide

pathologique des SMD

Comme montré précédemment, la différenciation érythroide normale s’accompagne
d’une réduction de taille des CG, tant au niveau de leur surface que de leur volume. Nous
avons donc cherché a savoir si, dans un contexte pathologique de SMD de faible risque,

I’évolution des CG est comparable.
Le représente la liste du matériel biologique utilisé.

Dans les cas pathologiques, nous avons étudié des cellules issues de patients porteurs

de différents sous-types de SMD de faible risque, selon la classification OMS de 2008.
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PATIENTS TEMOINS

nom OMS 2008 nom types prélevements
P1 SMD-U N1 couche leuco-plaquettaire
P2 CRDM N2 cordon

P3 50- N3 cones de cytaphérese
P4 AREB-1 N4 cones de cytaphérese
P5 CRDM N5 cones de cytaphérese
P6 CRDM-RS N6 cones de cytaphérese
P7 CRDM

P8 CRDM

P9 CRDM-RS

P10 ASIA

P11 CRDM

P12 CRDM-RS

Nous avons étudié les CG des érythroblastes cultivés de douze patients porteurs d’un SMD de faible
rique, de cing donneurs sains et d’un sang de cordon. Les SMD sont classées en fonction de la
classification OMS de 2008.

Sept groupes sont décrits dans la

Tous les groupes, a I'exception du groupe 7, contiennent des échantillons de patients
et des échantillons de témoins comparables entre eux. L'absence d’échantillons de patients
dans le groupe 7 est probablement le reflet du défaut de différenciation érythroide

terminale décrit dans les SMD.

Comme le montre la , chez les patients, au stade initial de
différenciation érythroide, lorsque les cellules sont immatures ou proérythroblastiques
(correspondant au groupe 1), nous pouvons observer que les CG présentent une surface et
un volume moyens de 16.6 um2 (SEM £ 1.9) et 4.2 um3 (SEM + 1.6), alors que les CG de
cellules controles présentent une surface et un volume moyen de 11.4 umz (SEM + 0.5) et

2.8 um? (SEM + 0.6) respectivement. La taille des CG tend donc a étre plus importante chez
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les patients par rapport aux témoins, méme si la différence n’est pas statistiquement

significative (surface p=0.064 ; volume, p=0.1) ( ).

1> 80% (cellules immatures + proE)

: 40-80% proE — 20-60% E.baso

: 60-80% (proE + E. baso)

: 50% (proE + E. baso) — 50% (E.poly + E.acido)
1 33% E. baso — 33% E. poly — 33% E. acido

: 60-80% (E. poly + E. acido)

1 60%-80%E. acido

Groupes
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A. Description des groupes de différenciation réalisés en fonction de la différenciation érythroide
évaluée sur la cytologie. B. Représentation des groupes d’échantillons de patients et de donneurs

sains.

A un stade intermédiaire de différenciation, lorsque les échantillons ne présentent
plus de cellules immatures, mais pas encore d’érythroblastes polychromatophiles et
acidophiles (correspondant au groupe 3), les surfaces et les volumes des CG de cellules
issues de patients porteurs d’'un SMD de faible risque ou de cellules contrdles deviennent
guasiment identiques. En effet, les CG des patients et des contréles ont une surface
moyenne de 10.2 umz (SEM + 1.9) et 10.4 um2 (SEM + 2.1), respectivement, et un volume

moyen de 2.4 um? (SEM + 0.7) et 2.3 um? (SEM t 0.6), respectivement. Par la suite, nous
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pouvons observer que les marquages immunofluorescents de la protéine NPM1 diminuent

de maniére identique chez les patients et chez les sujets controles ( ).

Enfin, il apparait que les cellules de patients et les cellules contréles, présentent une
moyenne comparable de marquages immunofluorescents par cellule, et que celle-ci ne varie

pas au cours de la différenciation érythroide ( ).

Néanmoins, il semble que les CG d’'un méme patient présentent des valeurs de
surface et de volume plus hétérogenes que les CG d’un sujet contrdle. Cette observation
pourrait étre expliquée par le profil hétérogene de la pathologie. En effet, nous avons étudié

différents sous-types de SMD de faible risque, dont certains présentent un excés de blastes.

De méme, nous avons comparé la structure nucléolaire en microscopie électronique
d’un échantillon d’érythroblastes issu d’un patient porteur d’'un SMD de faible risque et d‘un
échantillon controle. Les résultats obtenus, et présentés dans , montrent qu’a des
stades de différenciation équivalents, la structure des nucléoles des cellules de patients est
comparable a celle des cellules contréles.

En effet, a un stade précoce de différenciation, lorsque les échantillons analysés sont
composés de plus de 80% de cellules immatures ou de proérythroblastes (correspondant au
groupe 1), les nucléoles des cellules pathologiques et les nucléoles des cellules contréles
présentent un CG granuleux, ainsi que des CF entourés de CFD. A des stades de maturation
plus tardifs, lorsque les échantillons sont composés de 60% a 80% de proérythroblastes et
d’érythroblastes basophiles (correspondant au groupe 3), les CG semblent étre plus lisses et

renferment moins de CF et de CFD ( ).

Etant donné I'hétérogénéité des SMD, il convient de renouveler ces expériences sur
un panel plus important de patients, et notamment d’étudier des anémies sidéroblastiques
dont la cinétique de différenciation érythroide en culture est plus rapide que celle des

anémies réfractaires simples ou avec dysplasie multilignée.

118



Résultats Il : Devenir du nucléole au cours de la différenciation érythroide normale et pathologique des SMD

120 surface 22 4 surface
: 20 -
100 : 18
R 16 -
801 & . : 14 4
E Cos L i : : E 12 -
607, £ : ;. o ¢ . 3 10 A
R R 8 {p=0.064
“zii;g!iigii 6 -
S IR T ‘]
iligfl.;ﬁ Zka 2
0 0 T T T T T T \
tl pl1t2 p2t3 p3 t4 p4 t5 p5 t6 p6 t7 p7 1 2 3 4 5 6 7
groupes témoins VS patients groupes témoins VS patients
0 volume 7 - volume
. 6 -
30 : : 5 |
T L I : : T 4]
2017 3 - @ ‘
=4 M H i - 3 : =
ISR ST N SR : 3 4
01% i ; : £ . . 2 4 p=0.1
= * ? . 4 R 1
S z - 5
ﬁ.%i--__éﬁéﬁ; .
0 T T T T T T )
tl pl t2 p2t3 p3 t4 p4 t5 p5 t6 p6 t7 p7 1 2 3 4 5 6 7
c groupes témoins VS patients groupes témoins VS patients
wv wv
2 3 CG /cellules 2 54 CG /cellules
% o 3
o o
~ ~ 4 1
v 6 - wv
() . ()
2 : - 2
3 b T X 3 3 A
g : - 5 . s
© 4 T T T - ©
€ 3 i ¥ T 7 i ° £ 2 4
3 A S S
[ : - o
5 21 . . s 1 4
£ £
o o
o o
0 T T T T T T d
tl pl t2 p2t3 p3 t4 p4 t5 p5 t6 p6 t7 p7 1 2 3 4 5 6 7
groupes témoins VS patients groupes témoins VS patients

patients | témoins

A. Evolution de la surface des CG en fonction de la différenciation érythroide normale ou
pathologique des SMD. B. Evolution du volume des CG en fonction de la différenciation érythroide
normale ou pathologique des SMD. C. Nombre de CG par cellule en fonction de la différenciation
érythroide normale ou pathologique des SMD. Sur les graphiques du panel de gauche, chaque point
représente un marquage NPM1. Sur les graphiques du panel de droite sont représentées les valeurs

moyennes et les SEM obtenues dans chaque groupe de différenciation.
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SMD faible risque — RCMD Cone de cytaphérese

groupe 1

groupe 3

Figure 40 : Microscopie électronique de cellules issues de patients et de cellules controle
Microscopie électronique réalisée sur des cellules issues d’un patient porteur d’'un SMD de faible
risque de types RCMD et d’un donneur sain. Les deux échantillons sont a des stades de maturation
identiques.

D. Persistance du composé granulaire au cours de la différenciation

érythroide

1. Microscopie photonigue

L’analyse de I’évolution des CG au cours de la différenciation érythroide a mis en
évidence qu’en fin de maturation, le marquage NPM1 persiste, que ce soit sur des
échantillons de cellules pathologiques ou de cellules témoins.

Afin de valider ces observations faites sur un nombre moyen de 60 cellules, nous

avons dénombré ces marquages immunofluorescents sur une moyenne de 260 cellules.

Les résultats obtenus, et présentés dans la Figure 41, montrent bien la persistance
des CG dans les cellules nucléées au fur et a mesure de la différenciation érythroide. En

effet, lorsque les échantillons analysés présentent plus de 80% de cellules immatures ou de

120



Résultats Il : Devenir du nucléole au cours de la différenciation érythroide normale et pathologique des SMD

proérythroblastes (correspondant au groupe 1), 1.7% (SEM % 1.0) de cellules issues de
patients porteurs d’'un SMD et 2.2% (SEM % 1.3) de cellules contrdles ne présentent pas de
marquages immunofluorescents. Lorsque les cellules s’engagent en différenciation, et que
les échantillons analysés contiennent 30% d’érythroblastes basophiles, 30% d’érythroblastes
polychromatophiles et 30% d’érythroblastes acidophiles (correspondant au groupe 5), le
pourcentage de cellules controles non marquées est de 3%. Lorsque I’échantillon de cellules
pathologiques contient 60% d’érythroblastes polychromatophiles et acidophiles

(correspondant au groupe 6), le pourcentage de cellules non marquées est de 2%.
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Analyse réalisée sur une moyenne de 260 cellules.

Il apparait donc que le pourcentage de cellules non marquées par rapport au
pourcentage de cellules marquées est négligeable et invariable entre la condition

pathologique et la condition contréle au cours de la différenciation érythroide.
Cependant, nous n’avons pas pu analyser d’échantillons de SMD du groupe 7, ce qui

devra étre fait pour confirmer la similitude entre patients et témoins a tous les stades de

différenciation.
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2. Microscopie électronique

Enfin, nous avons suivi, en microscopie électronique, I'évolution du nombre et de
I'aspect des nucléoles d’érythroblastes normaux. Il est a noter que cette étude a été réalisée
sur coupe unique. Il se peut donc que certains nucléoles ne soient pas sur le plan de coupe
analysé, mais sur un plan inférieur ou supérieur. Néanmoins, pour chaque jour, nous avons

observé une moyenne de 50 cellules.

Comme le montre la , et en accord avec les résultats obtenus en
microscopie photonique, le nombre de nucléoles par cellule ne varie pas avec la
différenciation érythroide. Cependant, la structure fine des nucléoles évolue.

En effet, au début de la différenciation érythroide, entre le 7°™ et le 12°™ jour de
culture, lorsque |'échantillon est respectivement composé de 99% et 61% de cellules
immatures ou proérythroblastiques, les nucléoles présentent des CG granuleux et peu

eme

homogenes, renfermant des CF entourés de CFD. A partir du 14™" jour, lorsque les cellules
s’engagent dans la différenciation, entre autre visible par la condensation de la chromatine,
nous pouvons observer un aspect plus lisse des CG. Enfin, et de maniére inattendue, lorsque
les cellules atteignent des stades de maturation tres tardifs (condensation de la chromatine
et noyau en périphérie cellulaire), il apparait que les CG, toujours visibles, ne renferment

plus de CF ni de CFD ( ).

Il semble donc qu’au fur et a mesure de la différenciation érythroide, le nucléole
subisse de nombreuses variations morphologiques, dont la persistance du composé
granulaire et la disparition progressive des centres fibrillaires et des composants fibrillaires
denses.

Cependant, le profil hétérogene de la culture ex vivo ne nous permet pas de

déterminer a quel stade de différenciation érythroide, les CF et les CFD disparaissent.

Nous n’avons pas encore pu réaliser la méme analyse sur des érythroblastes de

patients porteurs d’'un SMD.
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cytologie
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Figure 42 : Devenir du nucléole au cours de la différenciation érythroide normale

A. Microscopie électronique réalisée sur une culture de cellules issues d’'un céne de cytaphérése. B.
Agrandissement du noyau d’un proérythroblaste (9°™ jour) et d’un érythroblaste polychromatophile
au 19°™ jour de culture ; CF: Centre Fibrillaire, CFD : Composant Fibrillaires Dense, CG : Composé
Granulaire. C. Décompte cytologique des cellules en cours de différenciation.
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V. Perspectives

Au cours de ce travail, nous avons analysé, de maniére qualitative en microscopie
électronique, et quantitative, par des marquages immunofluorescents de la protéine NPM1,
représentative du composé granulaire (CG), la morphologie du nucléole au cours de la
différenciation érythroide normale et pathologique des syndromes myélodysplasiques de
faible risque. Le nucléole étant un domaine spécifique du noyau qui abrite la biogenése des

ribosomes.

Dans un premier temps, nous avons observé que la diminution de la taille des cellules
au cours de la différenciation érythroide s’"accompagne d’une réduction de la taille des CG.
Ces résultats sont en accord avec l'étude morphologique des nucléoles réalisée en
microscopie électronique sur des érythroblastes murins en cours de différenciation, menée
en 1983 par Sasaki (Sasaki et al., 1983). Nous avons également montré qu’en fin de

différenciation, dans les érythroblastes acidophiles, les CG atteignent leur taille minimale.

Notre étude morphologique des nucléoles en microscopie électronique, a permis de
mettre en évidence que l'entrée des cellules en phase terminale de différenciation
s’accompagne de la disparition des centres fibrillaires (CF) ainsi que des composants
fibrillaires dense (CFD) (compartiments structuraux du nucléole), alors que le CG, lieu de
maturation terminale des ARNr déja synthétisés (Puvion-Dutilleul et al., 1991) (Shaw et al.,
1995), persiste. La cinétique de disparition des CF et des CFD reste néanmoins a déterminer
par des marquages immunofluorescents de protéines représentatives, telles que le facteur

de transcription UBF ou la fibrillarine, respectivement.

Bien que le lieu de synthése des ARN ribosomiques (CF ou CFD ou interface CF/CFD)
reste encore un sujet de débat (Koberna et al., 2002) (Derenzini et al., 2006) (Raska et al.,
2006) (Shaw et al., 1995), il a été suggéré que les cellules Hela en phase exponentielle de
croissance, nécessitant donc une forte synthése protéique, ont des nucléoles volumineux
renfermant plusieurs CF de petites tailles et qu’a contrario, lorsque les cellules réduisent leur

métabolisme, les CF s’élargissent (Koberna et al., 2002). La disparition du CF et du CFD
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suggere donc un arrét de la transcription des ARNr, et par conséquent une inactivation

fonctionnelle du nucléole.

L'aspect des nucléoles d’érythroblastes matures est tres différent de celui obtenu
apres l'inhibition de la transcription des ARNr et donc de la biogenése des ribosomes par une
faible dose d’actinomycine D, qui provoque une ségrégation des trois composants du
nucléole (Shav-Tal et al., 2005). A ce stade, il est difficile de dire si cette ségrégation, qui est
le reflet d’un stress nucléolaire majeur, est due a l'inhibition de biogenese des ribosomes
et/ou a l'inhibition de la synthése des ARNm par I'actinomycine D. L’utilisation, dans les
érythroblastes primaires, d’un composé plus spécifique de 'ARN polymérase |, tel que le
CX5461 (Drygin et al., 2011) (Bywater et al., 2012) permettra d’étudier les changements de

morphologie du nucléole en réponse a la seule inhibition de la transcription des ARNr.

Si les premiéeres images que nous avons obtenues en microscopie électronique sur les
érythroblastes primaires normaux et pathologiques ne sont pas évocatrices d’un stress
nucléolaire, ceci ne permet pas d’exclure une altération de biogenese des ribosomes. Il a été
montré que ['haploinsuffisance d’un géne ribosomique, ou l'induction d’un stress
ribosomique par une stratégie shARN n’a pas obligatoirement des conséquences majeures
sur la morphologie des nucléoles. En effet, I'étude en microscopie photonique de cellules
n’exprimant pas certaines protéines de la petite sous-unité 40S du ribosome, telles que
Rps19, Rps6 ou Rpsld n’a montré aucune ségrégation des compartiments nucléolaires

(Choesmel et al., 2007) (Fumagalli et al., 2009) (Dutt et al., 2011).

La taille des CG mesurée par le marquage en immunofluorescence de la protéine
NPM1 pourrait refleter la biogenese des ribosomes. Dans le laboratoire, celle-ci est en cours
d’étude par des techniques de purification des ribosomes sur gradient de sucrose suivies
d’une analyse chromatographique des sous-unités 40S, 60S, 80S et des polysomes. Les
premiers résultats obtenus dans I’érythropoiése normale montrent qu’une diminution de la
biogenéese des ribosomes, qui pourrait étre contemporaine de la diminution de volume et de
la surface des CG que nous rapportons ici, précede la réduction de taille des érythroblastes.
Pour confirmer cette hypothese, les analyses de biogenése des ribosomes et de morphologie
du nucléole doivent étre menées en paralléle sur un plus grand nombre d’échantillons.
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Nous faisons donc I'hypothése que I'entrée des cellules en phase terminale de
différenciation dépend d’une réduction de la biogenese des ribosomes entrainant une

réduction de la synthese protéique.

Des résultats de I'équipe de M. von Lindern suggerent que l'arrét de la synthese
protéique est nécessaire a la différenciation érythroide terminale. En effet, la surexpression
du facteur d’initiation de la traduction elF4E, qui augmente le recrutement d’ARNm codant
des protéines ribosomiques et des facteurs d’initiation et d’élongation de la traduction sur
les polysomes, bloque la différenciation des érythroblastes (Blazquez-Domingo et al., 2005).
De plus, il est établi que la différenciation érythroide terminale se déroule en trois ou quatre
divisions cellulaires sans conservation de la taille initiale des cellules (Dolznig et al., 2001)
(Topisirovic et al., 2003).

Ceci suggére donc que le niveau de synthese protéique est le point de contréle de

I’entrée en phase terminale de différenciation.

Dans les cellules en auto-renouvellement, la balance fine entre syntheése protéique et
progression en phase G1 du cycle cellulaire permet le maintien de la taille des cellules a
chaque division (Zetterberg et al., 1995) (Dolznig et al., 2004). En revanche, dans des cellules
en différenciation, telles que les érythroblastes matures, la diminution de synthese
protéique n’arréte pas la progression en phase G1, ce qui signifie que la synthése protéique
n’est plus un facteur limitant pour la différenciation.

Il conviendra alors de déterminer si ce point de contrdle est la traduction de certains
ARNm, comme le suggerent les travaux de M. von Lindern, ou la biogenese des ribosomes
elle-méme comme le proposent les travaux de F. Morlé. Cette équipe a, en effet, montré
que l'invalidation des facteurs de transcription ETS Fli-1 et Spi-1, qui bloque la prolifération
et induit la différenciation des cellules érythroides de la lignée d’érythroleucémie murine de
Friend, s’Taccompagne d’une diminution d’expression de nombreux transcrits parmi lesquels
20% codent pour des protéines impliquées dans la biogenése des ribosomes (Juban et al.,
2009). Ceci suggére donc que l'arrét de biogenése est concomitant avec I'entrée en
différenciation.

Notre équipe étudie actuellement les moyens de moduler la biogenese des
ribosomes sans induire la mort cellulaire par apoptose, via une stratégie de ciblage shARN de
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protéines ribosomiques dans les érythroblastes normaux, grace a des constructions

lentivirales inductibles.

Pour déterminer avec précision a quel stade de différenciation la morphologie
nucléolaire se modifie, nous nous proposons de séparer les sous-populations érythroides
obtenues en culture non pas sur les marqueurs CD71 et GPA, peu précis, mais sur les
marqueurs CD49d (intégrine a4 ou VLA-4) et Band-3, récemment publiés (Hu et al., 2013).
Les marquages immunofluorescents de NPM1, d’UBF et de la fibrillarine, ainsi qu’une étude
en microscopie électronique, demandant peu de matériel biologique, seront alors réalisés
sur des populations cellulaires plus homogénes.

Sur ces quantités limitées de cellules, la biogenése des ribosomes pourra étre étudiée
grace a une quantification de I’ADNr et des pré-ARNr en cours de maturation, par des

techniques de PCR (Polymerase Chain Reaction) quantitatives spécifiques.

Dans une seconde partie de cette étude, nous avons analysé la morphologie
nucléolaire, ainsi que la taille des CG, dans le contexte pathologique de syndromes
myélodysplasiques de faible risque. Les résultats obtenus ont permis de mettre en évidence
gu’aux stades précoces de la différenciation érythroide, lorsque les échantillons sont
majoritairement composés de cellules immatures ou de proérythroblastes, les CG des
cellules pathologiques affichent un volume et une surface supérieurs a ceux des CG
contréles. Cependant, lorsque les échantillons ne présentent plus de cellules immatures, et
que les érythroblastes s’engagent dans les stades terminaux de la différenciation, les CG
pathologiques et les CG controles ont des valeurs de surface et de volume comparables.
Notre étude en microscopie électronique n’a révélé aucune variation morphologique du
nucléole entre les patients et les sujets controdles.

Ces observations n’excluent pas la possibilité que les SMD soient une
ribosomopathie. En effet, les anomalies morphologiques des nucléoles rapportées au cours
de I'anémie de Blackfan-Diamond sont plutét minimes. Il a été montré que les nucléoles de
patients porteurs de mutations dans le gene Rps19 présentaient des CFD plus denses aux
électrons que les nucléoles de patients également porteurs de cette anémie, mais ne
présentant aucune mutation dans des genes codant une protéine ribosomique (Choesmel et
al., 2007). De plus, une étude menée sur I'impact de la délétion des protéines ribosomiques
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de la petite sous-unité 40S du ribosome a montré que la morphologie nucléolaire n’est
généralement pas altérée, et que seule la déplétion de la protéine Rpsl6 initie un
regroupement des CFD en périphérie du nucléole, rappelant les effets de I'actinomycine D

(O’Donohue et al., 2010).

Enfin, une altération de I'expression de génes codant des protéines ribosomiques de
la petite ou de la grande sous-unité du ribosome a été rapportée chez des patients porteurs
de SMD de faible risque non 5g- (McGowan et al., 2011). Comme évoqué précédemment,
des études préliminaires menées au laboratoire sur les érythroblastes cultivés de patients
atteint de SMD de faible risque avait mis en évidence des variations d’expression de
certaines protéines ribosomiques, par rapport a des sujets contréles.

Pour explorer cette hypothése, une analyse de profils de ribosomes des
érythroblastes pathologiques est menée au laboratoire. Lorsque les échantillons ne
contiennent pas de cellules immatures, mais sont composés d’une population hétérogene de
précurseurs érythroides, les cellules pathologiques présentent une quantité de ribosomes
matures et de polysomes en cours de traduction inférieure aux cellules contréles. Ceci
suggere donc un ralentissement prématuré de biogenese des ribosomes dans les
érythroblastes pathologiques, qui pourrait induire une diminution de synthése protéique et

une apoptose accrue par stabilisation de p53. Cette hypothese est en cours d’étude.

A ce stade, il est difficile de dire s’il s’agit d’'une cause ou d’une conséquence de la

maladie.
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L’axe de signalisation SCF/c-Kit est indispensable a la différenciation, a la survie et a la
prolifération des cellules érythroides. Cependant, I'entrée des cellules dans les phases
terminales de différenciation nécessite la disparition du récepteur c-Kit, et nous avons pu
mettre en évidence que son internalisation forcée, en réponse a un inhibiteur de tyrosine

kinase, I'imatinib, induit I'accélération de la différenciation érythroide terminale normale.

Au cours de [I'analyse phospho-protéomique réalisée sur les cellules
érythroleucémiques dépendantes de I'érythropoiétine mais exprimant de maniére ectopique
le récepteur c-Kit (UT-7/EPO), nous avons pu montrer une phosphorylation des tyrosines 703
et 936 présentes sur le domaine juxtamembranaire de c-Kit, en I'absence de SCF. Ces
tyrosines sont le point d’ancrage des protéines Grb2 et APS, impliquées dans l'internalisation
et la dégradation de c-Kit via I'ubiquitine E3-ligase c-Cbl, en réponse au SCF (Wollberg et al.,
2003) (Sun et al., 2007). Si nous parvenons a démontrer que la phosphorylation de ces
tyrosines est dépendante de I'EPO, ceci permettra d’évoquer le rbéle de I'EPO dans
I'induction de l'internalisation de c-Kit en I'absence de son ligand et de démontrer un
mécanisme de conversation entre les récepteurs de I'EPO et c-Kit, hypothése émise depuis

plusieurs années.

Dans un contexte pathologique de syndromes myélodysplasique de faible risque, il a
été suggéré que c-Kit est surexprimé a la surface des progéniteurs érythroides. De plus, des
études préliminaires réalisées au laboratoire évoquent la persistance de c-Kit a la membrane
des érythroblastes matures. Enfin, et bien que I'expression du R-EPO a la surface des
érythroblastes pathologiques en cours de différenciation ne différe pas chez les patients et
chez les sujets contoles, il a été suggéré que la signalisation en aval du R-EPO chez des
patients porteurs d’'un SMD de faible risque et résistants a I'EPO puisse étre altérée.

En accord avec ces données et I’hypothese d’un réle de I'EPO dans l'internalisation
de c-Kit, nous proposons que la persistance de c-Kit a la membrane des érythroblastes
pathologiques en cours de différenciation résulte d’'une coopération avortée entre c-Kit et R-
EPO.

De plus, il a été montré que I'ajout de SCF aux cultures de progéniteurs érythroides

en milieu semi-solide contenant de I'EPO permettait d’améliorer la croissance défaillante de

130



Discussion générale

colonies de type BFU-E dans les SMD de faible risque. Au stade de progéniteurs immatures la

coopération entre c-Kit et R-EPO semble donc bénéfique.

A I'état normal, I'expression de c-Kit disparait de la surface des érythroblastes
basophiles, au moment ou sont observées une activation des caspases et une réduction de
synthése protéique et de la biogenése des ribosomes. En revanche, la persistance
inappropriée de c-Kit observée chez 30% des patients empécherait I'entrée en
différenciation terminale.

Nous proposons donc de caractériser les cas de SMD avec expression ectopique de c-
Kit sur les érythroblastes immatures en termes cliniques (sous-type WHO, réponse a I'EPO)
et biologiques (prolifération et apoptose des précurseurs). Sur le plan mécanistique, il serait
intéressant de déterminer I'impact de I'expression ectopique de c-Kit sur les différentes

étapes de la biogenese des ribosomes.

Par ailleurs, des résultats préliminaires du laboratoire suggérent qu’un arrét
prématuré de biogenése des ribosomes peut étre observé dans les érythroblastes de SMD
non 5g- bien que la morphologie du nucléole ne soit pas altérée. Ceci pourrait contribuer a
I'activation de p53. Sachant que l'inhibition de la signalisation induite par le récepteur de
mort Fas n’abolit pas completement I'apoptose des érythroblastes en culture (Claessens et
al., 2002) (Claessens et al., 2005), nous faisons I’hypothése d’une implication de p53 dans le
phénotype apoptotique des érythroblastes de SMD. L’invalidation de p53 dans des cellules
pathologiques, a I'aide d’une stratégie d’ARN interférence pourrait également nous aider a

la compréhension de ce phénotype.

Il conviendra de quantifier I'expression de c-Kit dans ces cas pathologiques afin de
comprendre si |'expression ectopique de c-Kit et l'arrét prématuré de biogenese des
ribosomes sont des événements mutuellement exclusifs.

Nos travaux devraient donc contribuer a mieux comprendre [’hétérogénéité

phénotypique des SMD.
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Protein names Gene names A;nc::o Phospho (STY) Probabilities RatioH/L  Position
AFG3-like protein 2 AFG3L2 Y QYQDLGAKIPK 0,50427 348
Alpha-enolase ENO Y AAVPSGASTGIVEALELR 0,875 44
Amyloid-like protein 2 APLP2 Y MQNHGYENPTYK 0,52542 755
Amyloid-like protein 2 APLP2 Y MQNHGYENPTYK 0,53448 750
Catenin delta-1 CTNND1 Y LNGPQDHSHLLYSTIPR 0,90145 96
Cyclin-dependent kinase 1 CDK1 Y IEKIGEGTYGVVYK 0,99929 15
Cyclin-dependent kinase 1 CDK1 Y IGEGTYGVVYKGR 1,0044 19
Cyclin-dependent kinase 3 CDK2 Y IGEGTYGVVYK 1,0209 15
Dual specificity tyrosine-phosphorylation-regulated kinase 1A DYRK1A Y IYQYIQSR 1,0657 321
Elongation factor 1-alpha 1 EEF1A1 Y STTTGHLIYK 1,0051 29
Heat shock 70 kDa protein 4 HSPA4 Y LKKEDIYAVEIVGGATR 2,1552 336
Homeodomain-interacting protein kinase 1 HIPK1 Y AVCSTYLOSR 1,0374 352
Homeodomain-interacting protein kinase 3 HIPK3 Y TVCSTYLOSR 1,117 359
Junctional adhesion molecule A F11R Y VIVSQPSAR 0,80503 284
Low affinity immunoglobulin gamma Fcregion receptor ll-c FCGR2C Y APTDDDKNIYLTLPPNDHVNSNN 0,91109 310
Low-density lipoprotein receptor LDLR Y NINSINFDNPVYQK 0,63294 828
Lysosomal-associated transmembrane protein 44 LAPTM4A Y MPEKEPPPPYLPA 0,48625 230
Mast/stem cell growth factor receptor Kit KIT Y QISESTNHIYSNLANCSPNR 0,81636 936
Mast/stem cell growth factor receptor Kit KIT Y QEDHAEAALYK 0,96584 703
Mitogen-activated protein kinase 1 MAPK1 Y VADPDHDHTGFLTEYVATR 1,215 187
Mitogen-activated protein kinase 14 MAPK14 Y HTDDEMTGYVATR 0,95259 182
Mitogen-activated protein kinase 3 MAPK3 Y IADPEHDHTGFLTEYVATR 1,1194 204
Mucin-1;Mucin-1 subunitalpha MuC1 Y YVPPSSTDRSPYEK 0,87778 1238
Non-receptor tyrosine-protein kinase TYK2 TYK2 Y LLAQAEGEPCYIR 0,87173 292
Phosphatidylinositol 3,4,5-trisphosphate 5-phosphatase 1 INPP5D Y EKLYDFVK 0,72135 865
Phosphatidylinositol 3,4,5-trisphosphate 5-phosphatase 2 INPPL1 Y NSFNNPAYYVLEGVPHQLLPPEPPSPAR 0,61603 986
Phosphatidylinositol 3,4,5-trisphosphate 5-phosph 2 INPPL1 Y NSFNNPAYYVLEGYPHQLLPPEPPSPAR 0,61603 987
Pituitary tumor-transforming gene 1 protein-interacting protein PTTG1IP Y YGLFKEENPYAR 0,87243 174
Protein CDV3 homolog ov3 Y KTPQGPPEIYSDTQFPSLQSTAK 0,47767 190
Receptor-type tyrosine-protein phosphatase alpha PTPRA Y VVQEYIDAFSDYANFK 0,98141 809
Serine/threonine-protein kinase PRP4 homolog PRPF4B Y LCDFGSASHVADNDITPYLVSR 0,93596 849
SHC-transforming protein 1 SHC1 Y ELFDDPSYVNVQNLDK 0,664381 428
Signal transducer and activator of transcription 5 STATS Y AVDGYVKPQIK 0,53393 694
Sodi and chloride-dependent creatine transporter 1 SLC6AS Y SAENGIYSVSGDEK 0,97298 11
Sodium/potassium-transporting ATPase subunitalpha-1 ATP1A1 Y GIVVYTGDR 1,0695 260
Sodium-coupled neutral amino acid transporter 2 SLC38A2 Y SHYADVDPENQNFLLESNLGKK 0,29259 41
Tightjunction protein Z0-2 P2 Y IEIAQKHPDIYAVPIK 0,29144 1149
Transferrin receptor protein 1 TFRC Y SAFSNLFGGEPLSYTR 0,68171 20
Transgelin-2 TAGLN2 Y ANRGPAYGLSR 0,98633 8
Tyrosine-protein kinase JAK2 JAK2:JAK2 Y EVGDYGQLHETEVLLK 1,0127 570
Tyrosine-protein kinase Lyn LYN Y SLDNGGYYISPR 0,87172 193
Tyrosine-protein kinase Lyn LYN Y SLDNGGYYISPR 0,90275 194
Tyrosine-protein kinase Lyn LYN Y VIEDNEYTAREGAK 1,0682 397
Tyrosine-protein kinase SYK SYK Y QESTVSFNPYEPELAPWAADKGPQR 0,91973 323
Tyrosine-protein kinase Yes; YES1 Y LIEDNEYTAR 1,4417 426
Tyrosine-protein phosphatase non-receptor type 11 PTPN11 Y IONTGDYYDLYGGEK 0,9503 63
Tyrosine-protein phosphatase non-receptor type 11 PTPN11 Y IONTGDYYDLYGGEK 0,95104 62
Tyrosine-protein phosphatase non-receptor type 18 PTPN18:PTPN18 Y SAEEAPLYSK 0,87185 389
U1 small nuclear ribonucleoprotein 70 kDa SNRNP70 Y EFEVYGPIKR 0,88189 126
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Abstract

The death domain containing TNF receptor 6 (CD95/Fas) is a direct target for the NF-kB transcription factor
and is repressed in solid tumors such as colon carcinomas. Previously, we reported that the Fas death receptor, while
overexpressed in low-risk myelodysplastic syndromes (MDS), becomes undetectable on CD34 ™ progenitors when
the disease progresses to secondary acute myeloid leukemia (AML). This study determined the interplay between
NF-%B and Fas during MDS progression. We first observed that Fas was induced by TNF-ot in the HL60 cell line.
In these cells, p65 (RELA) was associated with the FAS promoter, and inhibition of the NF-kB pathway by an IKKo
inhibitor (BAY11-7082) or lentiviral expression of a nondegradable mutant of TkBot (IkSR) blocked Fas expression.
In contrast, TNF-a failed to induce Fas expression in the colon carcinoma cell line SW480, due to hypermethyla-
tion of the FAS promoter. Azacitidine rescued p65 binding on FAS promoter i vitro, and subsequently Fas
expression in SW480 cells. Furthermore, inhibition of the NF-kB pathway decreased the expression of Fas in MDS
CD45°CD34" bone marrow cells. However, despite the nuclear expression of p65, Fas was often low on
CD45°CD34" AML cells. TNF-ot failed to stimulate its expression, while azacitidine efficiently rescued p65
binding and Fas reexpression. Overall, these data suggest that DNA methylation at NF-kB sites is responsible for

FAS gene silencing. Mol Cancer Res; 11(7); 1-12. ©2013 AACR.

Introduction

CD95/Fas/APO-1/TNFRSF6 is a member of the death
receptor family. Binding of its ligand FasL triggers the receptor
trimerization and apoptosis signaling (1). This function is
critical for the maintenance of hematopoietic cell homeosta-
sis, in particular of the lymphocytic and erythroid lineages
(2, 3). In pathologic conditions, suppression of Fas signaling
leads to autoimmune diseases (4) and contributes to tumor-
igenesis by inducing a resistance to FasL-dependent apoptosis
(5). In established tumors with repressed Fas, restoration of
Fas activity by transfection suppresses tumor growth and
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rescues apoptosis and chemosensitivity (5). Fas expression,
which is regulated by TNEF-ot or IEN-y in many cell systems
including normal hematopoietic cells, is critically dependent
on NF-xB activation (6, 7).

The transcription factor NF-xB, which functions as a
homo or heterodimer composed of proteins p65 or p50,
regulates a variety of cellular pathways that include inflam-
matory response, angiogenesis, proliferation, and survival (8).
In resting cells, NF-xB is sequestered in the cytoplasm by an
inhibitory IxB protein, predominantly IkBot (8). The canon-
ical NF-xB pathway, which is typically activated upon TNE-
o, stimulation, involves the inhibitor of IkB kinase (IKK),
leading to the proteasomal degradation of IxBat and the
translocation of NF-kB to the nucleus (8—10). The consti-
tutive activation of NF-kB pathway identified in solid tumors
(11) and in diverse hematologic malignancies (12-16) has
been suggested to promote cell survival through the tran-
scription of apoptosis inhibitors such as BCL2L1 encoding
BcIXL or XIAP. However, NF-xB could also promote
apoptosis in a cell type- and stimulus-dependent manner
(17, 18), for example, through direct induction of FAS gene
transcription in lymphocytes and liver cells (19, 20).

The transformation of myelodysplastic syndromes (MDS)
to acute myelogenous leukemia (AML) is accompanied by
the acquisition of mechanisms of resistance to apoptosis,
either the upregulation of antiapoptotic proteins such as Bcl2
or the downregulation of proapoptotic effectors such as Bad
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(21, 22). Although the forced expression of Bcl2 prevents
MDS progenitor apoptosis in vitro (23), it has been
recently shown using the MDS-like NUP98-HOXD13
transgenic mice model that Bcl2 does not stimulate the
leukemic transformation (24). We have previously repor-
ted that Fas receptor was overexpressed at the cell surface
of MDS CD34™ progenitors in early diseases, whereas it
was downregulated at the time of progression (25). Fur-
thermore, we also reported that FAS gene silencing in 60%
of patients with secondary AML (sAML) was linked to the
epigenetic repression of its transcription (26). The aim of
the present work was to further investigate the interplay
between FAS gene and NF-xB during the progression of
MDS to AML.

Materials and Methods

Cell lines, reagents, and antibodies

HLG60 and SW480 human cell lines were cultured in
RPMI supplemented with glutamine, 10% fetal calf serum,
penicillin—streptomycin (GibcoBRL Life Technologies).
TNF-o. was purchased from R&D Biosystem, BAY11-
7082 and azacitidine were from Sigma-Aldrich. The anti-
bodies used were as follows: CD45-PC5, CD34-PE, and
CD95-FITC or isotypic IgG1-PC5, IgG1-PE, and IgG1-
FITC (Beckman Coulter), p65/RelA rabbit polyclonal anti-
body (sc-372; Santa Cruz Biotechnology Inc.), and mouse
monoclonal actin antibody (A5441; Sigma-Genosys), anti-
rabbit and anti-mouse horseradish peroxidase —conjugated

secondary antibodies (Cell Signaling Technology).

Bone marrow mononuclear or CD34 " cell isolation and
culture

Forty-three patients with MDS, that is, 5q—syndrome
(n = 1), refractory anemia (RA; # = 6), refactory cyto-
penia with multilineage dysplasia (RCMD; » = 4), RA or
RCMD with ring sideroblasts (RARS or RCMD-RS; 2 =
9), RA with excess of blasts type I (RAEB1; » = 11), or
type II (RAEB2; n = 12), or sAML (z = 10) and 15 age-
matched controls with normal bone marrow were includ-
ed between 2005 and 2011 after they gave their informed
consent (Supplementary Table S1). This study was
approved by the local ethics committee. CD34" cells
were sorted from mononuclear cell populations on mag-
netic beads (kit MACS; Miltenyi Biotech). Purity was
controlled by flow cytometry and was always more than
85%. Mononuclear cells isolated on Ficoll gradient were
maintained in Iscove's modified Dulbecco's medium
(GibcoBRL Life Technologies) containing 10% fetal calf
serum or 15% bovine serum albumin with insulin and
transferrin, 50 ng/mL stem cell factor (SCF), 50 ng/mL
thrombopoietin (TPO), 100 ng/mL Flt3-ligand (FLT3L)
and 20 ng/mL interleukin-6 (IL-6). In some experiments,
cells were incubated with 10 ng/mL of TNE-a.

Flow cytometry

Membrane Fas expression was quantified by flow cyto-
metry on cell lines or bone marrow CD45"°/CD34 " cell
population after red blood cell lysis and expressed as ratio of

median fluorescence intensity (RFI) between specific to
isotypic antibody. Analysis was conducted on FC500 flow
cytometer (Beckman Coulter) using CXP Analysis software
(Beckman Coulter).

Gene expression analysis

RNA from bone marrow mononuclear cell stored in
Trizol (Invitrogen) or from cell lines was extracted on
RNeasy Plus Mini kit (Qiagen). The quality was assessed
by size fractionation by microfluidics instrument (Agilent
Technologies). One microgram RNA was used per reverse
transcription reaction using the Superscript2 (Invitrogen).
cDNA strand was diluted and conserved at —80°C. Quan-
titative PCR (qPCR) was conducted with a LightCycler
FastStart DNA Master PLUS SYBR Green [ kit on Light
Cycler (Roche Diagnostics). According to Minimum Infor-
mation for Publication of Quantitative real-time PCR
Experiments (MIQE) guidelines, a standard curve and an
internal calibrator were prepared from U937 RNA. Each
sample was tested twice for the expression of the transcripts
and also for the expression of the reference genes GAPDH
and B2M. The specific fluorescence threshold was the
quantification cycle (C) value. Relative quantities (RQ) of
FAS/TNFRSF6 or BCL2L1 were determined in patient or
control samples compared with the calibrator;9s, [RQ =
ACq FAS/TNERSFG or BCL211 (sample — calibrator)] and nor-
malized to reference genes as normalized relative quantity

[NRQ = RQgisrnerses or ser2c/NF - with NF =
v RQearprr X RQpopl according to the ACy method.

Primer sequences and validation are summarized in Supple-

mentary Table S2.

Immunofluorescence

Cells were washed in PBS 1x pH 7.4 and cytospined.
After treatment with acetone, cell fixation was achieved with
2% PBS—formaldehyde for 20 minutes. Then, cells were
permeabilized in methanol for 10 minutes at room temper-
ature, followed by 15 minutes at 4°C with PBS-Triton
0.2%. After saturation in PBS containing 3% human serum
albumin (HSA) for 1 hour, cells were incubated with p65/
RelA rabbit polyclonal antibody at 1:200 in PBS-HSA 1%-
Tween 0.1% overnight at 4°C. After washing, cells were
incubated with goat anti-rabbit Alexa Fluor 568—conjugated
antibody (Molecular Probes, Invitrogen) at 1:5,000 for
40 minutes at room temperature. Nuclei were stained with
4',6-diamidino-2-phenylindole (DAPI; Sigma) at 1:1,000
for 5 minutes at room temperature. Images were obtained on
a Leica DMB microscope and analyzed using Metamorph
software (Molecular Devicer Corp.). Signals were quantified
using Image] software (NIH, Bethesda, MD).

Nuclear extracts and p65/RelA oligoprecipitation

Cells were lysed for 10 minutes at 4°C in buffer A (10
mmol/L HEPES, pH 7.6, 3 mmol/L MgCl,, 10 mmol/L
KCl, 5% glycerol, and 0.5% NP-40) containing 1 mmol/L
Na,VOy, 20 mmol/L NaF, 1 mmol/L sodium pyrophos-
phate, 25 mmol/L B-glycerophosphate and proteinase inhi-
bitors (Roche Diagnostics). After centrifugation, nuclear
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pellets were extracted in buffer A containing 300 mmol/L
KCl. For p65/RelA pulldown assays, nuclear extracts (107
cells) were precipitated on 2 pg double-strand biotin-
labeled oligonucleotide at 4°C for 1 hour. DNA—protein
complexes were then pelleted using streptavidin—agarose
beads (Amersham Biosciences). Beads were then washed 3
times with buffer A and suspended in 1 x Laemmli buffer.
Sequences of biotinylated oligonucleotides are in Supple-
mentary Table S3.

Western blot analysis

Samples were subjected to 10% SDS-PAGE and transferred
to nitrocellulose membrane. Filters were blocked overnight in
5% skimmed milk TBS pH 7.4 0.05% Tween 20 and incub-
ated with the appropriate antibody. Membranes were washed
3 times in TBS-Tween 20 and incubated for 1 hour with the
appropriate peroxidase-conjugated secondary antibody.

Lentivirus construction and cell infection

Plasmid encoding IxBot super-repressor (IkSR) provided
by Dr. F. Porteu (Institut Cochin, Paris, France) was inserted
in a TRIP AU3-EFlo defective lentivirus expressing the
GFP under an IRES. CD34™ cells were infected twice at day
0 and 1 after purification. Fas expression was quantified 3
days later on GFP-positive cells by flow cytometry.

FAS promoter methylation analysis

Sodium bisulfite treatment of genomic DNA was used to
convert unmethylated cytosine to uracil by oxidative deam-
ination. Briefly, after treatment with proteinase K, DNA was
extracted from cell lines or bone marrow CD34 ™" progenitors
using the DNA Extraction Kit BACC2 (GE Healthcare),
treated in liquid phase by sodium bisulfite using Methyl
Detector (Active Motif), dried, solubilized in RNAse-free
water, and stored at —80°C until use. CD34 ™ cells embed-
ded in agarose beads were treated with 0.2 mg/mL proteinase
K RNA grade (Invitrogen) overnight at 37°C in 10 mmol/L
Tris—-HCI pH 7.5, 10 mmol/L EDTA, 50 mmol/L NaCl,
0.2% SDS. Bead-coated DNA was denatured by heating and
incubated for 4 hours at 37°C in a fresh solution 0f 2.8 mol/L
sodium bisulfite, 0.5 mmol/L hydroquinone, and 0.6 mol/L
NaOH, pH 5.8. Beads transferred to a Multiscreen-HV
(Millipore) filtration plate were washed 8 times in 10 mmol/L
Tris—=HCl pH 8.0, 10 mmol/L EDTA, and the reaction was
stopped by 0.2 N NaOH. FAS promoter was amplified by
PCR using the DNA Polymerase Taq Platinum Kit (Invi-
trogen). Primer pairs specific for bisulfite-treated genomic
DNA are described in Supplementary Table S3. PCR
products were purified using the QIAquick PCR Purifica-
tion Kit. For bone marrow CD34 ™ samples, PCR products
were cloned in bacteria using TOPO TA Cloning kit.
Plasmid DNA was extracted and sequenced on ABI Prism
3100 apparatus (Applied Biosystems).

Chromatin immunoprecipitation

HL60, SW480 cells, or bone marrow mononuclear cells
were cross-linked with 1% formaldehyde for 10 minutes at
room temperature, lysed in 50 mmol/L Tris-HCI, pH 8.0

containing 1% SDS, 10 mmol/L EDTA, and sonicated with
a Vibracell Sonifier (Bioblock Scientific). Chromatin immu-
noprecipitation (ChIP) experiments were carried out on
solubilized chromatin extracted from 10 x 10° cells and
diluted 10-fold in ChIP dilution buffer (#20-153; Milli-
pore). Chromatin was precleared for 1 hour and incubated
overnight with 2 [g antibodies against acetyl histone H3
lysine 9/14 (H3K9/14ac), dimethyl histone H3 lysine 4
(H3K4me2), trimethyl histone H3 lysine 27 (H3K27me3)
from Millipore, or dimethyl histone H3 lysine 9
(H3K9me2) from Abcam or 2 pg p65/RelA antibody or
isotypic IgG1-mouse/rabbit (Santa Cruz Biotechnology).
Immune complexes were collected on salmon sperm
DNA/protein A agarose beads and washed. Modified his-
tone/DNA complexes were eluted with 500 uL 1% SDS, 0.1
mol/L NaHCOj. After cross-link reversal, DNA was puri-
fied by phenol extraction. An aliquot of the sonicated
chromatin was treated identically for use as input. gPCR
for FAS, NFKBIA, and B2M (Supplementary Table S3) was
conducted with the following thermal cycling program: 5
minutes at 95°C, 40 cycles of 30 seconds at 95°C, 30
seconds at 60°C, and 45 seconds at 72°C, followed by a
5-minute extension time at 72°C. Relative enrichment of
specific gene segment in ChIP was normalized to DNA input
and control immunoglobulin G (IgG) and expressed as
followed: 2(Cq input-Cq gene)/z(Cq input-Cq IgG).

Luciferase assay for in vitro measurement of FAS
promoter activity

Reporter construction pGL2 FAS-Luc containing the
—1,519 to +201 FAS promoter region spanning over the
transcription start site (T'SS; +1) was a gift from Dr. L.B.
Owen-Schaub (MD Anderson Cancer Center, Houston,
TX; ref. 19). Methylated plasmids were obtained by incu-
bation of 5 ug of pGL2 FAS-Luc or empty pGL2 with CpG
methyltransferase Sssl (New England Biolabs) during 4
hours at 37°C. DNA methylation was checked by digestion
with the methylation-sensitive restriction endonuclease
Hpall. Methylated or unmethylated plasmids were cotrans-
fected in 293T cells (5 x 10%) at 300 ng/well with pRL-tk
Renilla vector at 10 ng/well to monitor transfection effi-
ciency. At day 2 posttransfection, cells were lysed in Passive
Lysis Buffer (Promega) for both firefly and Renilla luciferase
activities measurement using the Dual Luciferase Reporter
Assay (Promega). Normalized reporter activity is expressed as
the firefly luciferase value to the Renilla luciferase value for
each experimental condition.

Results

The NF-kB inhibitor, BAY11-7082, inhibits Fas
expression in HL6O cell line

To explore the role of NF-xB in the regulation of FAS
gene expression, we first compared the level of Fas receptor in
various tumor cell lines. We chose the myelomonocytic
cell line HLGO that expressed Fas, and the colon carcinoma
cell line SW480 that did not express the receptor. TNF-o.
(10 ng/mL) increased the expression of Fas at the surface of

www.aacrjournals.org

Mol Cancer Res; 11(7) July 2013

Downloaded from mcr.aacrjournals.org on July 10, 2013. © 2013 American Association for Cancer Research.

OF3



OF4

Published OnlineFirst April 19, 2013; DOI: 10.1158/1541-7786.MCR-12-0607

Ettou et al.
the HLGO cells after 6 hours, whereas it failed to induce Fas (Fig. 1A). Consistently, TNF-o upregulated the expression
on SW480 cells. However, TNF-o (2 hours) stimulated the of FAS transcript in HL60, but not in SW480 cells, and
expression of another NF-xB target, Bcelxy, in these cells BCL2L1 that encodes Bclx; was upregulated after 2 hours of
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Figure 1. p65/RelA inhibitor, BAY11-7082, inhibits Fas expression in HL60 cell line. A, kinetics of Fas expression upon TNF-o. (10 ng/mL) stimulation in HL60 cell line
(white bars) and kinetics of Fas (gray bars) and BelxL (hatched bars) in SW480 cell line by flow cytometry or by quantitative real-time PCR (QPCR). Results are expressed
as a ratio of median fluorescence intensity (RFI) to isotypic control or NRQs of FAS or BCL2L1 to GAPDH, RNA18S and HPRT, respectively. B, immunolocalization
of p65/RelA before and after 30 minutes of treatment with 10 ng/mL TNF-o. in HL60 and SW480 cell lines. Nuclei were colored with DAPI. C, immunolocalization
of p65/RelA in HL60 cells untreated (0) or treated with 5 umol/L of BAY11-7082 for 2, 4, or 6 hours. Nuclei were colored with DAPI. B, one representative of 3
independent experiments. D, Westemn blot analysis for p65/RelA protein in nuclear and cytoplasmic extracts prepared from HL60 cell line, treated or not with 5 umol/L
of BAY11-7082 for 6 hours. Hsc70 is a loading control. E, kinetics of Fas expression upon treatment with 5 pmol/L of BAY11-7082 in HL60 cell line by gPCR or flow
cytometry. Results are expressed as normalized relative quantities (NRQ) using the ACq method or as RFI, respectively. BCL2L1 gene was used as a positive control.
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incubation with TNF-ot in SW480 cells (Fig. 1A). p65/RelA
subcellular localization was analyzed by immunofluores-
cence in both cell lines at baseline and after 30 minutes of
incubation with 10 ng/mL of TNF-o. In HL60 cells, the
p65/RelA protein was detectable in both the nucleus and the
cytosol at baseline and after treatment with TNF-a (Fig.
1B). p65/RelA poorly present in the nucleus of SW480 cells,
strongly relocalized to the nucleus after a 30-minute treatment
with TNF-ot and remained in the nucleus until 6 hours (data
not shown). These data show that Fas remained unexpressed
in SW480 cell line although the NF-xB pathway was acti-
vated as shown by p65/RelA nuclear localization and BCL2L1
transcription.

We then abrogated NF-kB canonical signaling pathway
by treating the cells with a chemical inhibitor of IxBa
phosphorylation and proteasomal degradation, BAY11-
7082. p65/RelA disappeared from the nucleus upon expo-
sure to 5 umol/L BAY11-7082 (Fig. 1C). Immunoblot
experiments confirmed the diminution of p65/RelA in the
nucleus of BAY11-7082—treated cells (Fig. 1D). In the

tested conditions, BAY11-7082—treated HL6O cells were
devoid of any sign of apoptosis (not shown), and FAS
transcript level decreased with time (Fig. 1E, left).
BAY11-7082 also reduced, although less efficiently, the
expression of BCL2L 1 transcript (Fig. 1E, left) and decreased
the expression of Fas at the cell surface (Fig. 1E, right).

p65/RelA binds to FAS promoter

The FAS gene promoter contains 3 GGGRNNYYCC
putative NF-kB sites with R = A/G and Y = T/C in the 5'-
untranslated region (5-UTR) region spreading between
—899 and the TSS (+1; Fig. 2A; ref. 19). To determine
whether p65/RelA could be recruited at these sites, we
carried out iz vitro DNA affinity precipitation experiments
with nuclear extracts prepared from HL60 cells treated with
5 umol/L BAY 11-7082 for 6 hours. p65/RelA was pre-
cipitated by using 30-bp biotinylated oligonucleotides
whose sequence contained either one of the 3 putative
NF-kB-binding sites of the FAS promoter, or a consensus
tandem NF-xB-binding site as a positive control, or a
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Figure 2. p65/RelA binds to FAS promoter. A, schematic representation of 5’-UTR of the FAS gene. Putative NF-kB consensus binding sites are

indicated upstream of TSS. Arrows indicate the position of primers for ChIP of p65/RelA. B, in vitro DNA-binding affinity precipitation experiment of p65/RelA.
HL60 nuclear extracts were incubated with biotinylated-oligonucleotides deriving from each of the putative NF-kB-binding sites at FAS promoter (Fas1, Fas2,
and Fas3), or atandemly repeated consensus sequence for NF-kB as a positive control, or an oligonucleotide deriving from the promoter of GF/71B gene as a
negative control. Oligoprecipitates (OP) were trapped on streptavidin beads and harvested by centrifugation. Oligoprecipitates and the corresponding
supernatants (SPN) were analyzed on 2 separated gels by Western blotting using antibodies to p65/RelA. One representative of 3 independent experiments. C,
ChIP of p65/RelA at FAS gene promoter in SW480 cell line or HL60 cell line treated or not with 10 ng/mL TNF-o. for 6 hours. NFKBIA and B2M gene were
amplified as positive and negative controls, respectively. Enrichment of p65/RelA compared with DNA input and control isotypic IgG (means + SD of 2
independent experiments).
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promoter analyzed on bisulfite-
treated genomic DNA by PCR and
sequencing. Top, schematic
representation of the CpG
dinucleotides (vertical lines) and
CpG island in the 5'flanking region
of FAS gene. Bottom, CpG
methylation before and after
treatment with 1 umol/L azacitidine
for 3 days in HL60 and SW480 cell
lines. Filled circles, fully
methylated CpGs; open circles,
unmethylated CpGs. B, ChIP
assay of histone marks at FAS,
B2M, RAG1, and PAX6 genes in
HL60 (white bars) and SW480 (gray
bars) cell lines. Enrichment of
H3K9/14ac and H3K4me2 active
marks or H3K27me3 and
H3K9me2 repressive marks to
DNA input and control isotypic IgG
are means + SD of 3 independent
experiments. C, effect of
azacitidine (1 pmol/L for 3 days) on
Fas expression by flow cytometry
as RFI (left), FAS transcript level by
quantitative real-time PCR (qPCR)
as NRQ to GAPDH (middle), and
ChlP for p65/RelA at FAS promoter
(right) in HL60 (white bars) and
SW480 (gray bars) cell lines.
Student t test for P values

(*, P<0.05 and **, P < 0.01). D,
luciferase assay for in vitro
measurement of FAS promoter
activity. 293T cells cotransfected
with methylated or unmethylated

Fas plasmids and pRL-tk Tenilla
vector were treated with 10 ng/mL
TNF-o.or 5 umol/L BAY11-7082 for
6 hours. Normalized reporter
activity is expressed as the firefly
luciferase value to the Renilla
luciferase value for each
experimental condition. Mean +
SD of 3 independent experiments.

consensus GF[-1B-binding site as a negative control. As
shown in Fig. 2B, p65/RelA bound to each of the 3 putative
NF-xB-binding sites on FAS promoter, which was pre-
vented by BAY11-7082. Using ChIP assays (Fig. 2C), we
found that p65/RelA spontaneously bound to the FAS
promoter in HL6O cells. p65/RelA was not recruited at the
FAS promoter in Fas-negative SW480 cells. As controls,
p65/RelA was recruited to NFKBIA gene promoter that
contains a NF-xB site, but not to B2M promoter that does
not have any NF-kB site, both in HL60 or SW480 cells (Fig.
2C). Thus, p65/RelA binds to the chromatin at FAS pro-

moter in a cell type—dependent manner.

FAS gene expression is epigenetically regulated

To explain why the recruitment of p65/RelA to the
chromatin varied depending on the cell type, we hypothe-
sized that a closed conformation of the chromatin in the FAS
gene 5'-UTR regulatory regions may prevent the docking of
NF-xB. To address this question, we compared the DNA
methylation level at FAS promoter using bisulfite-treated
genomic DNA-specific PCR. The promoter region of
human FAS gene spanning in the 5-UTR region comprised
between —899 and +231 contains 35 CpG dinucleotides, of
which 26 belong to a CpG island (Methyl Primer Express
software v1.0, Applied Biosystems; Fig. 3A). Although only
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2 0f 35 CpG (6%) were methylated in the Fas-positive HL60
cell line, 24 of 35 CpG (68%) located both 5 upstream of
and within the CpG island were methylated in the Fas-
negative SW480 cells. In addition, ChIP experiments iden-
tified one active mark H3K9/14Ac and none of the 2
repressive marks H3K27me3 and H3K9me2 in HL60 cell
line, whereas the repressive mark H3K9me2 was expressed in
SW480 cell line (Fig. 3B). These results suggested that the
chromatin conformation at FAS promoter was open in the
Fas-positive HLGO cell line and repressed in the Fas-negative
SW480 cell line. Treatment for 3 days with 1 pumol/L
azacitidine induced the demethylation of 20 of 24 CpGs
in the SW480 cells, whereas it did not influence the CpG
methylation in HL60 cells (Fig. 3A). In these conditions,
azacitidine did not induce cell apoptosis or necrosis (not
shown) but clearly stimulated the expression of Fas in
SW480 but not in HL60 cells (Fig. 3C, left and middle).
Azacitidine also increased the recruitment of p65/RelA at
FAS promoter in SW480 cell line, whereas it did not modify
p65/RelA binding in the HL60 cell line (Fig. 3C, right). We
also transfected 293T cells with a pGL2 construct containing
the FAS promoter region (—1,519 to +201 over the TSS) in
cither a methylated or an unmethylated conformation,
inserted upstream of the luciferase gene reporter (19). As
shown in Fig. 3D, the luciferase activity was increased in cells
transfected with the unmethylated FAS promoter construct,
thus confirming the regulatory role of DNA methylation on
FAS promoter activity. TNF-a0 (10 ng/mL for 6 hours)
further increased the promoter activity that was abrogated by
the NF-kB inhibitor, BAY11-7082. Altogether, NF-kB—
dependent FAS gene expression is epigenetically regulated.

NF-kB controls Fas expression in MDS/sAML bone
marrow mononuclear cells

The clinical relevance of these findings was investigated in
primary bone marrow myeloid cells collected from 53
patients with MDS (z = 43) or sAML (#» = 10) and 15
healthy controls. Karyotype was unavailable in 7 patients.
According to the International Prognosis Scoring System
(IPSS), 27 patients with MDS had a low-risk (LR)-MDS and
11 had a high-risk (HR)-MDS (Supplementary Table S1).
In agreement with our previous data (26), the median Fas
protein expression expressed on the CD45°CD34" bone
marrow cells lower in SAML compared with MDS (P <
0.001; Supplementary Table S1). Serial samples (7 = 22) at
the time of diagnosis and at the time of progression or
transformation were studied for the expression of Fas (Fig.
4A). In 16 cases at diagnosis, the level of Fas protein was
elevated mostly in patients with percentages of bone marrow
blasts lower than 10%. Among those cases, 14 had a

significant reduction of Fas level at the time of disease
progression to HR-MDS or sAML, except for cases 14 and
28. The Fas RFI was inversely correlated with the percentage
of bone marrow blasts.

We then investigated the effect of TNF-ot on Fas expres-
sion. Primary bone marrow mononuclear cells isolated from
4 Fas-negative samples of AML were incubated with 10 ng/
mL TNF-a for 6 hours. Immunolocalization of p65/RelA
was conducted and showed the presence of p65/RelA in the
nucleus of blast cells at baseline. After treatment with TNF-
o, we observed an increment of the nuclear expression of
p65/RelA in 3 cases (#3, 17, and 49), suggesting that NF-xB
pathway could be activated in these cells (Fig. 4B). However,
Fas expression remained low after treatment with TNF-o. in
the 4 cases both at transcript and protein levels, whereas
Bclx expression increased in the same 3 cases (Fig. 4B). This
suggests that TNF-o—stimulated transcription of FAS gene
could be specifically abrogated in primary AML cells.

BAY11-7082 decreases Fas expression on MDS/AML
bone marrow mononuclear cells

To investigate the role of NF-xB in the regulation of
FAS gene transcription, we treated bone marrow mono-
nuclear cells from patients with low/int-1 MDS (» = 11)
or HR-MDS/AML (» = 10) with BAY11-7082 for 6
hours. Sixteen samples were positive for Fas before treat-
ment and BAY11-7082 decreased the expression of Fas
in 12 of them (Fig. 5A).

We analyzed the subcellular localization of p65/RelA
before and after BAY11-7082 treatment in 4 LR-MDS (2
RA, 1 RCMD-RS, and 1, RAEB1) and 2 HR-MDS (1
sAML and 1 RAEB1 with a complex karyotype). Figure 5B
shows 2 representative samples. p65/RelA was detected in
the nucleus and in the cytoplasm and disappeared from the
nucleus upon treatment with BAY11-7082 that also induced
a decrease of FAS transcript expression in bone marrow
cells (see 3 of the tested cases in Fig. 5C, top). In one case
(#11), the sample size allowed following the kinetic of FAS
and BCL2L 1 gene repression (Fig. 5C, bottom). In addition,
lentivirus-mediated expression of an IKSR in MDS CD34™"
progenitors (z = 3) retained p65/RelA in the cytoplasm,
which was associated with a decreased expression of Fas at the
cell surface (Fig. 5D). This suggests that NF-kB may
participate to the regulation of the transcription of FAS
gene in primary bone marrow samples from MDS or AML.

Azacitidine rescues p65/RelA-induced Fas expression in
primary MDS/sAML cells

In primary bone marrow mononuclear cells, we used ChIP
to explore the binding of p65/RelA to the chromatin at FAS

Figure 4. Fas expression on CD45'°CD34 " MDS/AML cells is inversely correlated to the bone marrow (BM) blast count and remains low in AML cells
after treatment with TNF-o.. A, top, flow cytometry analysis of membrane Fas expression on CD45'°CD34* bone marrow cells in 22 patients with MDS
(19 LR-MDS and 3 HR-MDS) at diagnosis (white bars) and at the time of progression (black bars). Results are expressed as RFI to isotypic control. Middle, bone
marrow blast percentages. Right, inverse correlation between Fas expression and percentage of bone marrow blasts. B, AML blasts (n = 4) were
treated for 6 hours with TNF-o (10 ng/mL) before study of p65/RelA subcellular localization by immunofluorescence, quantification of FAS or BCL2L1
transcripts by quantitative real-time PCR (qPCR), without TNF-o (white bars), with TNF-o (hatched bars), and Fas or Bclx, proteins measurement by flow

cytometry. Results are expressed as NRQs or as RFI, respectively.
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promoter in 4 Fas-expressing (3 RAEBI and 1 RAEB2) and
6 Fas-negative (1 RA, 1 RCMD-RS, and 4 sAML) MDS
samples (threshold RFI = 1.7). We observed that the
enrichment of p65/RelA at FAS promoter was null or very
low in the 4 sSAML and in 1 RCMD-RS, which did not
express Fas, and was positive in all 4 Fas-positive LR-MDS.
In one case, (RA#2), the expression of Fas was at the
threshold of positivity in accordance with a poor binding
of p65/RelA. Our data suggest that p65/RelA binding at
FAS promoter is low in HR-MDS/AML. Although the
number of samples available for ChIP experiment was
limited, we found that the expression of Fas was proportional
to the recruitment of p65/RelA at the gene promoter
(Fig. 6A; B> = 0.765).

We have previously shown that DNA methylation of the
FAS gene promoter correlated with low Fas expression in
sAML, and that this promoter can be demethylated in patients

with MDS/AML treated with azacitidine (26). Here, bone
marrow mononuclear or CD34" cells from patients with
SAML (n = 11) were cultured 7 vitro in the presence of TPO,
IL-6, SCF, and FLT3L for 72 hours with or without 1 umol/L
azacitidine. In these conditions, cells did not differentiate nor
they died (not shown). Azacitidine efficiently rescued Fas
receptor expression on bone marrow CD45"°/CD34 ™" blast
cells in the 7 Fas-negative cases, whereas the effect was weak
in 2 Fas-positive cases (#14 and #47) and null in another
Fas-positive case (#13; Fig. 6B). We then measured the
methylation level of the CpGs in the —899 and +231 FAS
promoter region in the purified CD34 " progenitors before
and after azacitidine treatment for 2 patients. As shown in
a representative experiment, azacitidine induced the
demethylation of 14 of 16 CpG, including those located
within NF-xB-binding sites 1 and 3 (Fig. 6C). Second, we
tested the effect of azacitidine on the binding of p65/RelA to
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Figure 6. In vitro reinduction of FAS gene expression with azacitidine in MDS/AML. A, top, ChIP of p65/RelA at the FAS promoter in 10 MDS or
sAML samples. Enrichment of p65/RelA compared with DNA input and control isotypic IgG. Middle, flow cytometry analysis of Fas receptor on bone
marrow CD45'°CD34 " progenitors. Results are expressed as RFI to isotypic control. Dotted line indicates the threshold of positivity for Fas expression
in primary bone marrow samples. Bottom, correlation with Fas expression by flow cytometry. B, flow cytometry for Fas expression on bone
marrow CD45'°CD34 progenitors before (white bars) and after (black bars) in vitro treatment with 1 umol/L azacitidine for 3 days in 11 MDS/sAML
samples. Results are expressed as a RFI to isotypic control. C, CpG methylation analysis. MDS/sAML CD34 " cells (n = 2) were treated for 3 days with
1 umol/L azacitidine. Fas promoter was amplified on bisulfite-treated DNA from CD34" cells. Amplicons were cloned in bacteria and sequenced
(10 clones/sample). Black circles, fully methylated CpGs; open circles, unmethylated CpGs. D, ChIP of p65/RelA at FAS promoter (n = 1). Enrichment of

p65/RelA compared with DNA input and control isotypic IgG.

FAS promoter in one case of SAML (#23) the before and after
azacitidine treatment. We observed a dramatic increase of
p65/RelA recruitment after treatment, suggesting that DNA
demethylation may facilitate the docking of NF-xB tran-
scription factor at FAS promoter in primary bone marrow
mononuclear cells (Fig. 6D). Altogether, azacitidine can
induce FAS promoter demethylation, thus facilitates p65/
RelA binding and FAS gene transcription in myeloid cells.

Discussion

The present study shows that NF-xB directly promotes
FAS gene expression in hematopoietic progenitor cells. In
sAML, CpG methylation of NF-kB-binding sites at FAS
promoter prevents p65/RelA binding to chromatin, which
account for the gene and protein downregulation. Interest-
ingly, this downregulation is reversible upon azacitidine
therapy, leading to FAS gene reexpression.

NF-kB can promote cell survival through the transcrip-
tional regulation of IAP (X-IAP, cI[AP1, and cIAP2) or Bclxy.

(BCL2L1I) family members or cell proliferation through the
upregulation of CYCDI and ¢-MYC (16, 27). NF-xB can
also facilitate cell death through the death receptor—medi-
ated extrinsic pathway (19, 20, 27). These dual pro- and
antiapoptotic functions of NF-kB could apply to MDS. In
LR-MDS, the NF-xB activity, which could be due to TNF-
o secretion (28-31), may account for FAS gene expression.
NF-xB pathway is constitutively activated when the disease
progresses (12—16) and could suppress cell death through
the transcriptional regulation of antiapoptotic genes. In
addition, the methylation of promoters could turn off the
NF-kB—dependent transcription of proapoptotic genes
such as FAS (32).

The present study shows the direct upregulation of FAS
gene expression by NF-xB in primary bone marrow cells.
p65/RelA binds to the FAS gene promoter, whereas NF-xB
inhibition with either BAY11-7082 (33) or the IkSR
decreases Fas expression. The FAS gene has been shown
previously to be a direct target for NF-xB in lymphocytes,
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hepatocytes (6, 20), and various solid tumor cell types
(11, 32). The cell context may be essential as NF-xB
activation through the alternate pathway could be a FAS
transcription repressor in murine erythroleukemia (MEL)
cells (34). Alternatively, the threshold of NF-kB activity,
which is under control of either the quantity of dimers p65/
p65, p50/p50, and p65/p50 recruited to the chromatin or
posttranslational modifications, or interactions with other
transcription factors such as Sp1 could determine its effects
(35, 36). For instance, while a high rate of activation could
permit the transcription of a large spectrum of pro and
antiapoptotic genes, low levels of activation could restrict the
transcription to few proapoptotic genes. In our model of
myeloid leukemogenesis, MDS at the beginning are char-
acterized by inappropriate and excessive apoptosis linked to
the upregulation of FAS gene expression. At this stage, NF-
KB activation is weak while it increases as the disease
progresses to AML together with the upregulation of anti-
apoptotic genes such as ¢APs, Bcl2 or downregulation of
proapoptotic gene such as FADD (16, 21, 37). In addition,
the NF-xB consensus binding sequences play an important
role in determining the specificity of the different active
dimers and affect their interaction with transcription coac-
tivators (38). This may suggest that either the threshold or
the specificity of NF-xB pathway could be crucial for cell fate
decision between survival and death. Finally, the cell fate
could depend on the epigenetic state of the chromatin at NF-
KB target gene promoters. Our previous and current data
support this later hypothesis as FAS gene expression
decreases along the progression of MDS to AML according
to the increase of DNA methylation at FAS gene promoter
(26). The FAS gene expression is also epigenetically regu-
lated in neoplastic mast cells in which azacitidine or deci-
tabine treatment induced caspase-dependent apoptosis
through the reactivation of this gene (39).

In the FAS promoter of the colon carcinoma cell line
SW480 or AML primary samples (22) methylated CpG are
located in the CpG island around the TSS (—285 to +221)
and in a 5’ region upstream of the CpG island (=899 to
—286), both regions containing NF-xB putative binding
sites for transcription factors. Consequently, the binding of
p65/RelA to chromatin is very low. Treatment with azaci-
tidine rescues Fas expression, both at the transcript and
protein levels by facilitating the binding of p65/RelA to the
chromatin. p65/RelA binding to the chromatin is more
important in low-grade MDS where the CpG methylation
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RESUME

L’érythropoiese est le processus qui permet a la production d’hématies a partir d’une
cellule souche hématopoiétique. La différenciation érythroide implique des changements
morphologiques, en partie liés a la perte d’expression membranaire du récepteur a activité tyrosine
kinase de classe lll, c-Kit. En réponse a son ligand, le SCF, c-Kit est activé puis internalisé et dégradé par
la voie du protéasome, via l'ubiquitine E3-ligase c-Cbl, ou par la voie lysosomale suite a une
endocytose.

Dans la premiere partie de ce travail, nous avons pu mettre en évidence qu’en absence de
SCF et en réponse a un inhibiteur de tyrosine kinase, I'imatinib, les érythroblastes cultivés ex vivo
perdent I'expression membranaire de c-Kit et accélérent leur entrée en différenciation terminale. Au
vu de ces observations, nous avons cherché a comprendre les mécanismes impliqués. Sur un modele
de cellules érytholeucémiques dépendantes de [|’érythropoiétine, mais exprimant de maniere
endogeéne c-Kit, nous avons montré que I'imatinib induit une internalisation du récepteur ainsi que sa
dégradation par la voie lysosomale et de maniére indépendant de c-Cbl. De plus, nous avons montré
gue cet effet est réversible et que I'imatinib ne blogue pas la réexpression de c-Kit aprés son
internalisation en réponse au SCF. Des marquages métaboliques ont permis de montrer que I'imatinib
ne modifie ni la synthese ni la maturation de c-Kit et que le profil phospho-tyrosine des cellules traitées
a I'imatinib est globalement inchangé. Enfin, nous avons montré que la fixation de I'imatinib a la poche
catalytiqgue de c-Kit est indispensable a son internalisation, et par conséquent a sa dégradation. Il
apparait donc que lI'imatinib léve I'auto-inhibition de c-Kit, qui semble nécessaire pour son maintien a
la membrane.

Dans la seconde partie de ce travail, nous nous sommes intéressés aux changements
morphologiques subis par les nucléoles, lieu de la biogenése des ribosomes, au cours de
différenciation des érythroblastes. L'étude de la taille et du potentiel prolifératif des cellules, ainsi que
I’'analyse morphologique des nucléoles, nous a permis de confirmer que la réduction de taille des
cellules est contemporaine d’un ralentissement de leur prolifération ainsi que de la réduction du
volume et de la surface du composé granulaire (CG), « matrice » du nucléole. En microscopie
électronique, nous montrons la persistance des CG en fin de maturation. Enfin, nous avons également
étudié I’évolution des nucléoles dans un contexte pathologique de syndromes myélodysplasiques de
faible risque, qui se caractérisent par une hématopoiese inefficace. Nous observons que les cellules
pathologiques immatures ont des CG plus volumineux que les cellules normales immatures, et qu’au
cours de la différenciation, la morphologie des nucléoles est identique entre les cellules normales et
pathologiques.

En conclusion, ce travail a permis de décrire 1) le mécanisme d’internalisation d’un
récepteur a activité tyrosine kinase de classe lll, c-Kit par un inhibiteur de tyrosine kinase, I'imatinib et
2) la morphologie du nucléole au cours de la différenciation érythroide normale et pathologique des
syndromes myélodysplasiques de faible risque.
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