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Résumé

La LMMC est une pathologie clonale de la cellule souche hématopoiétique dont les
caractéristiques la classent parmi les syndromes myélodysplasiques/myéloprolifératifs
(SMD/SMP). L’invalidation conditionnelle de 7if7y au niveau hématopoiétique chez la Souris
(TifIy""™) est responsable du développement d’un SMD/SMP mimant la LMMC humaine
lorsque la souris atteint 1’age de 6 mois, faisant de 7if7y un géne suppresseur de tumeur. Par
ailleurs, malgré une monocytose, la population macrophagique péritonéale de ces souris est
diminuée.

Les objectifs de mon travail étaient de caractériser chez les souris malades la population
my¢loide et d’étudier la différenciation macrophagique. Nous avons identifié chez les souris
homozygotes Tifly** une population morphologiquement immature, associant des
caractéristiques granulocytaires et monocytaires. Les propriétés phénotypiques et
moléculaires de cette population évoquent celles des cellules myéloides suppressives
granulocytaires de type PMN-MDSC, faisant de T7ifly un régulateur négatif de son
développement. En sus, la différenciation in vitro des cellules myéloides médullaires en
macrophages sous 1’effet du CSF-1 est altérée. La baisse d’expression du CSF-1R n’explique
pas a elle seule ces altérations puisque celle des cellules dendritiques est également perturbée
sans modification de [’expression du GM-CSFR. Nous émettons [’hypothése que
I’augmentation d’expression de SI/0048 et SI10049 chez les souris malades induit le
développement des progéniteurs myéloides en cellules proches des PMN-MDSC au détriment
des différenciations dendritique et macrophagique. En conclusion, 7ifly est un régulateur

majeur de la myélopoicse.

Mots-clefs : Tifly, cellules myéloides suppressives, leucémie myélomonocytaire chronique,

myélopoiese



Summary

Chronic myelomonocytic leukemia (CMML) is a hematologic stem cell disease whose
characteristics correspond to myelodysplastic/myeloproliferative syndroms (MDS/MPS).
Hematopoietic conditional deletion of 7if7y in mice leads to the development of a MDS/MPS,
mimiking human CMML, when age is comprised between 6 to 10 months, defining 7if7y as a
tumour suppressor gene. Moreover, peritoneal macrophage population in these mice is
decreased despite a monocytosis.

The aims of my work were first to characterize in sick mice the myeloid population, and
second to study macrophage differentiation. The myeloid population in Tif7y~* mice is
morphologically immature, with granulocytic and monocytic features. We demonstrated that
phenotypic and molecular characteristics of this population are close to those observed in
PMN-MDSC (polymorphonuclear myeloid-derived suppressor cells), suggesting that Tif1y is
a negative regulator gene of this myeloid subset. Furthermore, we showed that in vitro
macrophage differentiation of myeloid progenitors upon CSF-1 treatment is altered.
Decreased expression of CSF1-R (CSF-1 receptor) does not totally explain this alteration
since dendritic cell differentiation is also abnormal, without alteration in GM-CSFR
expression. Therefore, we hypothesize that S70048 and S10049 hyperexpression in Tifly™*
mice is able to promote PMN-MDSC-like differentiation at the expense of macrophage and

dendritic differentiations. In conclusion, 7if1y is a major myelopoiesis regulator gene.

Key words: Tifly, myeloid-derived suppressor cells, chronic myelomonocytic leukemia,

myelopoiesis
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INTRODUCTION



TIF1y : Transcription intermediary factor 1 y

TIF1y est une proteine appartenant a la famille TIF1 qui comprend trois autres membres :
TIFla, TIFIB et TIF1d. Ces quatre protéines sont inclues dans la famille TRIM (tripartite

motif-containing). Ainsi, TIFla, TIFIp, TIF1d et TIF1y correspondent respectivement a
TRIM 24, 28, 66 et 33.

I. La superfamille TRIM et la famille TIF1

Soixante et onze protéines TRIM ont été¢ décomptées chez I’Homme et la Souris, codées par
71 génes répartis sur I’ensemble des chromosomes excepté les chromosomes 12, 18, 20, 21,
22etY.

Les protéines TRIM sont classées en sous-familles (I a XI) selon leur différence de structure
(Short and Cox 2006). Elles agissent en tant que E3 ubiquitine ligase, les impliquant ainsi
dans de nombreux processus néoplasiques. L’ubiquitinylation est une modification post-
traductionnelle utilisée par les cellules eucaryotes, permettant la régulation et 1’élimination
des protéines de durée de vie courte, incluant les protéines de contrdle du cycle cellulaire, de
signalisation cellulaire, de réparation de I’ADN (acide désoxyribonucléique) et de régulation

transcriptionnelle.

A. Structure des protéines TRIM

L’ensemble des protéines TRIM a I’exception de TRIM66 est constitué au niveau N-terminal
d’un domaine RING (really interesting new gene) (Le Douarin et al. 1996; Khetchoumian et
al. 2004), d’un ou deux domaines B-box et d’un motif coiled-coil formant le domaine TRIM
anciennement dénommé RBCC (ring b-box coiled-coil), impliqué dans les interactions
protéine-protéine (Reymond et al. 2001) L’extrémité C-terminale est constituée d’un domaine

PHD (plant homeodomain) et d’un Bromodomaine (Figure 1).
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Figure 1 : Diversité de la famille TRIM (adapté d’Hatakeyama et al., Nature Reviews, 2011)

B. Role des protéines TRIM au cours des processus néoplasiques

L’altération de I’expression de nombreuses protéines de la famille TRIM, résultant de
translocations, délétions, hyperexpression du gene dont elles sont le produit de traduction,
peut étre responsable de processus carcinogeénes (Tableau 1).

De nombreuses néoplasies solides sont liées a ces protéines TRIM du fait d’un défaut
d’expression ou a I’inverse d’une hyperexpression. Par exemple, la perte d’hétérozygotie du
gene TRIMS est responsable du processus oncogénique a I’origine de glioblastomes (Vincent
et al. 2000), alors que I’hyperexpression des geénes codant pour TRIM27 et TRIM24 a été
rapportée au cours de certains cancers du sein (Tezel et al. 2009; Chambon et al. 2011).
L’hyperexpression de TRIM29 a également été décrite lors de nombreuses néoplasies solides
telles que des cancers pulmonaires, vésicaux, coliques, ovariens, endométriaux et gastriques
(Mutter et al. 2001; Dyrskjot et al. 2004; Santin et al. 2004; Glebov et al. 2006; Hawthorn et
al. 2006; Kosaka et al. 2007). TRIM13, TRIM19, TRIM24, TRIM28 et TRIM29 peuvent

moduler la stabilité et 1’activité transcriptionnelle du géne suppresseur de tumeur 7P53

(Tumor protein 53).



De nombreuses protéines TRIM sont également impliquées dans des hémopathies malignes.
Par exemple, TRIM19 codée par le géne PML est retrouvée dans la translocation PML/RARco
(Promyelocytic leukaemia/Retinoic acid receptor alpha) (t(15;17)) responsable de la quasi
totalité des leucémies aigués promy¢locytaires (LAP ou LAM3) (de The et al. 1991; Goddard
et al. 1991; Kakizuka et al. 1991). La délétion du geéne codant pour TRIM13 est a I’origine du
processus néoplasique de certaines leucémies lymphoides chroniques (Kapanadze et al. 1998).
Quant au géne TRIM27, il est retrouvé réarrangé avec le géne RET dans une translocation
responsable d’un processus lymphomateux (Takahashi et al. 1985). Enfin, ’oncogenése du

my¢lome multiple résulte quant a elle de I’hyperexpression de TRIM29 (Zhan et al. 2002).



Géne

TRIMS

TRIM13
TRIM19

TRIM24

TRIM?25

TRIM27

TRIM28

TRIM29

TRIM31

TRIM32

TRIM33

TRIMA40
TRIM68

Néoplasie
Glioblastome

Cancer du larynx

Leucémie lymphoide chronique B
Leucémie aigu€ promyélocytaire
Cancer papillaire de la thyroide
Syndrome my¢loprolifératif
Cancer hépatique

LAM secondaire a SMD

Cancer du sein

Cancer ovarien

Cancer du sein

Cancer de I'endométre
Lymphome

Cancer du sein

Cancer gastrique

Cancer du poumon

Cancer de la vessie

Cancer du colon

Cancer de l'ovaire

Cancer de I'endométre

My¢lome multiple

Cancer gastrique

Cancer gastrique

Néoplasie de la téte et du cou
LMMC

Carcinome hépatocellulaire
Lésions précancéreuses du pancréas
Néoplasie de la téte et du cou
Cancer du poumon (NPC)
Cancer du sein (TEM)
Carcinome rénal a cellules claires
Cancer colorectal (Homme)

LAL B (Souris)

Cancer du colon

Cancer de la prostate

Altérations géniques/Niveau d’expression
D¢élétion génique ou perte d'hétérozygotie
Correlation avec progression métastatique
ganglionnaire

Délétion génique

Translocation chromosomique : RARA
Translocation chromosomique : RET

Translocation chromosomique : FGFRI
Translocation chromosomique : BRAF
Hyperexpression

Hyperexpression

Hyperexpression

Corrélation avec un mauvais pronostic
Expression diminuée

Translocation chromosomique : RET
Hyperexpression

Hyperexpression : corrélation avec un mauvais

pronostic
Hyperexpression
Hyperexpression
Hyperexpression
Hyperexpression
Hyperexpression
Hyperexpression
Hyperexpression
Hyperexpression
Hyperexpression
Expression diminuée
Expression diminuée
Expression diminuée
Expression diminuée
Expression diminuée
Expression diminuée
Expression diminuée
Hyperexpression
Hyperexpression
Expression diminuée

Hyperexpression

Tableau 1 : Altération des genes et protéines TRIM au cours des néoplasies



C. La famille TIF1

La famille TIF1 (transcription intermediary factor 1) comprend comme mentionné
précédemment quatre membres (o, 3, y et 0). Il s’agit de co-régulateurs transcriptionnels
(Friedman et al. 1996; Venturini et al. 1999; Beckstead et al. 2001). Comme les autres
protéines TRIM mentionnées précédemment, celles de la famille TIF1 sont également

impliquées dans certaines hémopathies et néoplasies solides malignes.

1. TIFla

TIF1a ou TRIM24 est un co-régulateur transcriptionnel interagissant avec RARa, récepteur a
I’acide rétinoique, pour en réprimer 1’activité transcriptionnelle, ainsi qu’avec le domaine AF-
2 de récepteurs nucléaires tels que le récepteur a 1’cestrogeéne, aux hormones thyroidiennes et
le récepteur a la vitamine D3 (Le Douarin et al. 1996; vom Baur et al. 1996). L’équipe de Pier
Paulo Pandolfi a en effet montré chez la Souris que Tifla forme avec Braf une oncoprotéine
de fusion (appelée T18) modulant négativement la voie de signalisation du récepteur a 1’acide
rétinoique (Zhong et al. 1999). TIF1a module I’activité de ces récepteurs de fagcon positive ou
négative. TIFla interagit par ailleurs avec les protéines HPla (heterochromatin protein 1),
HP1B et HP1y (Le Douarin et al. 1996). L’expression de TIFla est maintenue a un niveau
¢levé au sein des progéniteurs my¢loides lorsque la différenciation granulocytaire est induite
par I’acide rétinoique ou le diméthyl sulfoxide (DMSO), alors que son expression diminue
lors de la différenciation monocyto-macrophagique par la vitamine D3 ou le TPA (phorbol
ester 12-O-tétradécanoylphorbol-13-acétate). TIFla n’est pas essentielle pour le
développement, la croissance et la reproduction puisque les souris nullizygotes pour Tifl o
sont viables et fertiles. 77F o situé¢ sur le chromosome 7 est impliqué dans une translocation
faisant intervenir le gene FGFRI (fibroblast growth factor receptor 1) du chromosome 8§,
responsable d’un syndrome myé¢loprolifératif (Belloni et al. 2005). Par ailleurs, il agit en tant
que suppresseur de tumeur au cours de carcinomes hépatocellulaires (CHC) humains et
murins. En effet, dans un modéle murin Tif/a”’ la prolifération hépatocytaire maligne
diminue via I’inhibition de la signalisation de 1’acide rétinoique (Khetchoumian et al. 2007).
La délétion homozygote pour 7if] o augmente significativement le risque de CHC chez des
souris a partir de I’age de 9 mois. Chez I’Homme, les analyses cytogénétiques chez des

patients atteints de CHC ont mis en évidence des aberrations géniques au niveau du locus



7932 portant TIF 1o (Wong et al. 2000). 11 est intéressant de noter que le développement du
CHC li¢ a la délétion de TIF o est aggravé par I’absence de TIF1y, partenaire important de
TIF1a, suggérant que TIFly agit en tant que suppresseur de tumeur en association avec
TIF1a au cours du CHC (Herquel et al. 2011). TIF1a a également un role au cours du cancer
du sein et son hyperexpression est associée a un pronostic péjoratif (Chambon et al. 2011). Au
cours du cancer de la prostate, TIFla interagit avec le récepteur a I’androgéne et accroit son

activité transcriptionnelle en réponse a la dihydrotestostérone (DHT) (Kikuchi et al. 2009).

2. TIFIB

TIF1p (TRIM28 ou KAP1) appartient au complexe N-CoR1/HDAC3,) et fonctionne comme
un co-répresseur des facteurs de transcription a doigt de zinc de la famille KRAB (kriippel-
associated box) (Friedman et al. 1996). Sa présence est requise d’une part pour le
développement de I’embryogenése post-implantatoire et d’autre part celle du mésoderme
(Cammas et al. 2000). TIF1f agit par ailleurs comme cofacteur et se lie aux protéines HP1a,
B et y afin de favoriser I’inactivation génique (Eissenberg and Elgin 2000). La co-localisation
de TIF1Bet HPlao ou HPIP est nécessaire au niveau centromérique pour induire la
différenciation endodermique (Bartova et al. 2007). Son hyperexpression est corrélée a un
pronostic péjoratif au cours des carcinomes gastriques car fréquemment associée aux formes
disséminées au niveau péritonéal (Yokoe et al. 2010). TIF1p subit une sumoylation au niveau

de résidus lysine, modification nécessaire pour induire son activité de répresseur génique

(Mascle et al. 2007).

3. TIF1d

TIF1d ou TRIM66, comme TIF1f3, est impliqué dans I’inactivation génique via ses
interactions avec les protéines HP1, de préférence HP1y. Son expression est restreinte au
niveau testiculaire et son activité réside essentiellement dans 1’inactivation génique au cours

de la phase post-méiotique de la spermatogenese (Khetchoumian et al. 2004).



4. TIFly

a. Généralités

TIF1y ou TRIM33 est codée par le gene TIF 1y aussi appelé PTC7 (phosphate type two C7) ou
RFG7 (RET-fused gene 7) ou Ectodermin. Ce géne est situé chez I’Homme sur le bras court
du chromosome 1 en position 13 (1pl13.1) et s’étend sur 118382 pb (paires de bases).
L’ARNm (Acide ribonucléique messager) 7ifly génere une protéine de 1127 AA (acides
aminés) et code pour une protéine nucléaire de 120 kDa (Venturini et al. 1999; Yan et al.
2004) (Figures 2 et 3). TIF1y est le troisie¢me membre de la famille TIF a avoir ét¢ mis en
¢vidence aprés TIFloa et TIF1f (Venturini et al. 1999). Cinq transcrits ont été décrits par
I’équipe de Hugues de Th¢. Certains tissus tels que le cerveau, les poumons, les reins ou le
foie expriment un seul type de transcrit alors que le cceur, les testicules, les muscles et le
squelette osseux en expriment plusieurs types (Venturini et al. 1999).

Le géne Tifly murin est localisé sur le chromosome 3 (3 F2.2) et code pour un ARNm de
8868 pb, traduit en une protéine de 1140 AA présentant 94,9% d’identité avec la protéine
TIF1y humaine (Figure 4). Cette protéine est d’expression ubiquitaire et son ARNm a été
détecté dans I’ensemble des tissus (Yan et al. 2004). TIF1y peut former avec TIFla et TIF1
un hétéro-oligomere, faisant de TIF1y un co-répresseur ou un co-activateur transcriptionnel
(Peng et al. 2002). TIF1y répond a 1’organisation structurelle des protéines TRIM au niveau
N-terminal et son extrémité C-terminale est composée d’une séquence PHD précédant un

bromodomaine nécessaire aux interactions avec la chromatine (Le Douarin et al. 1996).

Nous avons initi¢é 1’¢tude de Tifly avant que la nouvelle nomenclature internationale
rebaptisant la famille RBCC en TRIM ne soit en vigueur. Ainsi, nous avons utilis¢ la
nomenclature Tifly dans ce manuscrit pour plus de clarté par rapport aux publications

antérieures de 1’équipe sur Tifly.
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Figure 2 : Représentation schématique du géne (A), de ’ARNm (B) et de la protéine Tifly
humaine (C) (Référence : http://www.sudoc.fr/15264282X)

Figure 3: Structure cristallographique de la protéine TIFly humaine (Référence :
http://cansar.icr.ac.uk/cancer/molecular-targets/Q9UPNO)
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Figure 4 : Représentation schématique du geéne 7if7y murin (A et B). Correspondance entre
les exons et les domaines conservés de la protéine Tifly murine (B) (Yan et al., Gene, 2004)



Comme de trés nombreuses protéines, TIF1y subit des modifications post-traductionnelles.
Ainsi, il s’agit d’un substrat pour la sumoylation, une modification post-traductionnelle
consistant en la fixation covalente de peptides appelés SUMO (small ubiquitin-like modifier)
au niveau de résidus lysine.

L’identification de TIF1a et TIF1f en tant que substrats de sumoylation (Ivanov et al. 2007) a
incité I’équipe de Ruth Rimokh a étudier TIFly comme substrat potentiel de cette
modification post-traductionnelle. Son équipe a ainsi démontré que TIF1y est une cible de
SUMO-1 et que sa sumoylation est nécessaire pour son activité répressive sur Smad4

(mothers against decapentaplegic homolog) (Fattet et al. 2013).

b. TIF1y est essentielle au développement embryonnaire

Des expériences d’invalidation de Tif1y chez le Xénope (Xenopus laevis) et la Souris (Mus
musculus) ont mis en évidence son role crucial dans le développement embryonnaire. Chez le
Xénope, cette invalidation est l1étale du fait de graves anomalies du développement qui est
arrét¢ au stade de gastrula moyenne (Dupont et al. 2005). Deux modeles de souris
nullizygotes (Kim and Kaartinen 2008; Morsut et al. 2010) ont révélé que la totalité¢ des
mutants homozygotes trépasse pendant la gestation. Les embryons étudiés a E9 présentent un
retard de développement important par rapport aux embryons contrdles. Aucun embryon
mutant n’a été retrouvé viable apres 9,5 jours (stade de gastrula moyenne), démontrant le role
essentiel de Tifly dans le développement embryonnaire des mammiféres. Le role répresseur
de TIFly intervient dés I’embryogenése puisqu’elle contrdle négativement Smad4 pour

permettre le développement de 1’ectoderme (Dupont et al. 2005; Morsut et al. 2010).

c. Rdles de TIF1y a I’échelle moléculaire (Tableau 2)

- TIF1y : un co-régulateur de la transcription

L’activité de répresseur transcriptionnel de TIF1y chez ’'Homme a été mise en évidence par
I’équipe de Hugues de Thé. La séquence codante de TIF1y a été fusionnée avec le domaine de
liaison de ’ADN de GAL4, formant la protéine de fusion TIF1y-GAL4. Ainsi transfectée
dans des cellules de Singe COS-1, cette protéine de fusion a eu pour conséquence

I’inactivation du gene dont le promoteur est fixé a la protéine de fusion. Contrairement a
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TIF1a ou TIF1p, TIF1y n’interagit pas directement avec les protéines HP1 ou les récepteurs
nucléaires. Cette méme équipe a identifié au niveau de la protéine humaine un domaine
hautement conservé appelé TSS (T1F1 signature sequence) dont la délétion résulte en la perte
d’activité de répression transcriptionnelle de TIF1ly (Venturini et al. 1999). Chez la
Drosophile, le gene homologue de TIFIa, p et y a été caractérisé sous la forme d’un seul et
méme geéne appelé bonus (bon) (Beckstead et al. 2001). Il code pour Bon, une protéine
nucléaire nécessaire a la prolifération et a la survie cellulaire et qui est également requise pour
le développement des organes lors de I’embryogenese. Bon est capable d’interagir avec des
récepteurs nucléaires et plus particulierement fFTZ-F1 dont il réprime I’activité (Beckstead et

al. 2001).

- TIF1y : un co-régulateur de I’élongation

En étudiant ’hématopoiese défectueuse du Poisson-Zebre mutant moonshine, 1’équipe de
Léonard Zon a démontré le role de Tif1y au cours de 1’élongation transcriptionnelle des génes
érythroides. Tifly s’associe avec des facteurs d’élongation tels que p-tefb et fact. En effet,
dans les cellules déficientes pour ¢if7y, le facteur d’élongation p-tefb ne peut s’associer aux
genes érythroides. Ainsi, tifly intervient dans la transcription des geénes érythroides en
interagissant avec des facteurs d’¢longation positifs de la transcription de ces genes (Bai et al.
2010). Cette méme équipe a montré que ce role de régulateur transcriptionnel des geénes du
lignage érythroide est conservé au sein des especes. En effet, la souris porteuse d’une délétion
de Tifly dans le systeme hématopoiétique présente un blocage de la maturation érythroide au
niveau médullaire, compensée par une érythropoiese splénique. Dans ce modele murin, les
genes érythroides des cellules médullaires présentent également un défaut d’¢longation

transcriptionnelle (Bai et al. 2013).

- TIF1y : un régulateur de la mitose

L’équipe d’Andy Turnell a mis en évidence un autre role de TIF1y chez I’'Homme, celui de
permettre la progression mitotique cellulaire en agissant sur le complexe de promotion de
I’anaphase appelé APC/C (anaphase promoting complex/cyclosome), un complexe
enzymatique ubiquitine ligase requis pour le bon déroulement de la mitose des cellules

eucaryotes. Ce complexe permet en effet le passage de la métaphase a 1’anaphase lors de la
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mitose. Au début de la métaphase, les deux chromatides sont liées par leur centromere ainsi
que par leurs bras par la cohésine. La séparase, enzyme chargée de cliver la cohésine pour
séparer les deux chromatides et permettre le passage a 1’anaphase est, durant la métaphase,
inhibée par la sécurine. C’est la qu’intervient le complexe APC/C. Celui-ci ubiquitinyle la
sécurine ainsi dégradée par la machinerie enzymatique du protéasome. La séparase est par
conséquent libérée et peut ainsi couper et détériorer la cohésine (Peters 2006). L’activité de ce
complexe nécessite I’augmentation de son affinité pour deux sous-unités protéiques, Cdc20 et
Cdhl. Cette équipe a identifi¢ TIF1y en tant que régulateur de ce complexe. En effet, TIF1y
s’y associe afin d’en assurer I’activité et donc la progression de la mitose (Sedgwick et al.
2013). Dans leur étude, la diminution d’expression de TIF1ly réduit I’activité du complexe
APC/C-Cdc20, stabilise les substrats de ce complexe et conduit a I’accumulation des cellules

en métaphase. Subséquemment, il en résulte 1’absence de la transition métaphase-anaphase.

- TIF1ly intervient dans la réponse aux dommages a ’ADN via les poly(ADP)
ribose polymérases (PARP)

La survenue de dommages a I’ADN fait intervenir des enzymes de réparation appelées
poly(ADPribose) polymérases 1 et 2 (PARP 1 et 2) afin de maintenir 1’intégrité du génome.
Des modifications rapides et efficaces de la chromatine facilitent 1’accés de 1’ADN
endommagé a sa machinerie de réparation (Downs et al. 2007). Ces enzymes de réparation de
I’ADN utilisent le NAD" afin de synthétiser le polyADP ribose qui se fixe sur des substrats
chromatiniens (Satoh and Lindahl 1992). Cela facilite I’intervention des facteurs de réparation
de I’ADN qui se lient au polyADP ribose afin de promouvoir le relachement de la chromatine
(Hakme et al. 2008). L’équipe de Shidar Ganesan a montré que la présence de TIF1y est
requise pour la réparation de I’ADN, via son interaction avec ALC1 (amplified in liver cancer
I). En effet, TIF1y est rapidement recrutée au niveau des régions lésées de ’ADN selon un
mécanisme dépendant des PARP et d’ALCI1. Il a également été démontré que TIF1ly est
nécessaire a la dissociation d’ALCI1 avec la chromatine endommagée. Leurs travaux
indiquent que TIF1y est un régulateur d’ALC1 pour faciliter la réparation de I’ADN (Kulkarni
et al. 2013).
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- TIF1y : une Ubiquitine E3 ligase

Porteuse d’une activit¢ E3 Ubiquitine ligase, TIF1y a pour substrat la B-caténine (Xue et al.
2015). Co-activateur transcriptionnel de la voie Wnt (Valenta et al. 2012), la B-caténine
s’accumule dans le noyau cellulaire lorsqu’elle n’est pas dégradée. Elle est capable de réguler
positivement des proto-oncogénes comme c-Myc ou Cycline DI, expliquant son rdle dans la
tumorigenése (Anastas and Moon 2013). Le domaine RING de TIF1y se lie a la -caténine
dans le noyau cellulaire, 1’ubiquitinyle, entrainant sa dégradation (Xue et al. 2015). Ainsi,
dans des cellules humaines de glioblastome, le taux de TIF1y est inversement corrélé a celui
de la B-caténine (Xue et al. 2015). Cela fait de TIFly une protéine importante dans la

régulation de la tumorigenese.

- TIF1y etl'inflammasome

L'inflammasome a été mis en évidence en 2002 et correspond a un complexe multiprotéique

activant les caspases (Martinon et al. 2002). NLRP3 (Nucleotide-binding domain and leucine-
rich repeat containing pyrin domain containing 3) est un récepteur de la famille Nod-like
induisant le clivage puis I’activation de la caspase 1 elle-méme responsable de 1’activation des
cytokines pro-inflammatoires IL-1f3 et IL-18 (Cerretti et al. 1992). DHX33 (DEAH box
polypeptide 33) est une enzyme capable de capter un ARN cytosolique double brin et a un
role dans I’'inflammasome en se liant 8 NLRP3 (Mitoma et al. 2013). L’équipe de Yong-Jun
Liu a montré que TIFly participe a ’activation de l’inflammasome a travers son role

d’ubiquitinylation de DHX33 (Weng et al. 2014).

- TIF1y : membre des voies de signalisation du TGFf

o Inhibition de Smad en tant qu’Ubiquitine E3 ligase

La voie de signalisation du TGFf fait intervenir des récepteurs transmembranaires de type
sérine/thréonine kinase (TPRI et TPRII). La liaison de TGFB a TPRII induit la
phosphorylation et le recrutement de TPRI, transmettant ainsi le signal via la phosphorylation
de Smad2 ou Smad3. Une fois phosphorylés, ces derniers forment un hétérodimere avec leur

partenaire Smad4. Ce complexe est ensuite transloqué dans le noyau afin de contrdler la
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transcription de génes cibles (Schmierer and Hill 2007). La signalisation du TGFp a ainsi un
role sur la préservation de I’état de quiescence des CSH (cellule souche hématopoiétique)
(Fortunel et al. 2000; Yamazaki et al. 2009), en évitant leur ré-entrée dans le cycle cellulaire
(Yamazaki et al. 2006).

Le role répresseur de TIFly sur Smad4 entraine une régulation négative de cette voie de
signalisation mais d’une maniére qui fait encore débat. D’apres 1’équipe de Stefano Piccolo,
son rdle répresseur, primordial dans le développement embryonnaire de 1’ectoderme chez la
Souris et le Xénope, fait intervenir ’ubiquitinylation de Smad4 grace a son activité E3
Ubiquitine ligase dépendante de son domaine PHD ou son Bromodomaine (Dupont et al.
2005; Morsut et al. 2010). Le contrdle de Smad4 par Tifly est dynamique puisque cette méme
équipe a montré que Smad4 monoubiquitinylée peut étre désubiquitinylée par 1’enzyme
FAM/UPSO9x et ainsi recyclée (Dupont et al. 2009) (Figure 5a). D’apres ses données, 1’équipe
de Joan Massagué propose que TIF1y réprime cette voie de signalisation a travers une
compétition avec Smad4 pour la formation du complexe avec les formes phosphorylées de
Smad2/3 (He et al. 2006; Xi et al. 2011) (Figure 5b). Enfin, I’équipe de Caroline Hill a
montré que TIF1y inhibe la voie de signalisation du TGFf en réduisant le temps de résidence

des complexes Smad activés au niveau du promoteur des genes cibles (Agricola et al. 2011).
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Figure 5a : Théorie proposée par Stefano Piccolo : TIF1y ubiquitinyle Smad4 ainsi exportée
dans le cytoplasme ou Smad4 peut étre désubiquitinylée par FAM/UPS9x afin d’étre recyclée
(d’apres Dupont et al., Cell, 2009)
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Figure 5b: Théorie proposée par Joan Massagué¢ : TIFly interagit avec Smad2/3P en
compétition avec Smad4 (adapté de He et al., Cell, 2006)

o Régulation du TGFBRI via sa polyubiquitinylation

Notre équipe a récemment montré chez la souris porteuse d’une invalidation de Tifly au
niveau hématopoiétique une diminution de la polyubiquitinylation du TGFBRI, confirmant le
role de P’activité E3 Ubiquitine ligase de Tifly dans la régulation de la voie de signalisation

du TGF (Quere et al. 2014).

o TIFly :une SUMO E3 ligase

La transition epithélio-mésenchymateuse ou EMT (epithelial-mesenchymal transition) est une
¢étape indispensable au développement et a I’homéostasie tissulaire. Son role est démontré au
cours de processus néoplasiques, plus particuliecrement au cours des proliférations
métastatiques tumorales (Thiery 2002). Le TGFf intervient positivement au cours de ’EMT
et permet la progression des cellules épithéliales tumorales (Thiery et al. 2009).

Le régulateur transcriptionnel SnoN (ski-related novel) qui existe sous deux isoformes,
SnoN1 et SnoN2, interagit avec les facteurs de transcription Smad2, 3 et 4 et supprime ’EMT
induite par le TGFf. TIF1y intervient en tant que SUMO E3 ligase catalysant la sumoylation
de SnoN1 au niveau de différents résidus lysine. SnoN1 ainsi sumoylée peut bloquer ’EMT
induite par le TGFp (Ikeuchi et al. 2014).

L’équipe de Ruth Rimokh a par ailleurs démontré le role régulateur de TIF1y sur ’EMT
dépendante du TGFB au sein des cellules épithéliales mammaires humaines MCF10A
(Hesling et al. 2011). Leur travail a consisté en 1’étude de la réponse au TGFf1 de ces cellules

porteuses d’une invalidation de TIF[y par une stratégie de siRNA. Il est constat¢ une
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importante augmentation de ’EMT des cellules apres traitement au TGFB1. La méme équipe
a identifié le role tenu par TIF1y durant la différenciation terminale des cellules épithéliales

alvéolaires mammaires ainsi qu’au cours de la lactation via son activit¢ de répression de

Smad4 (Hesling et al. 2013).

d. Rodle de TIF1y au cours du vieillissement

Comme I’ensemble des tissus, le systéme hématopoiétique vieillit au cours du temps. Ce
vieillissement est associé¢ a une augmentation de I’incidence des hémopathies malignes telles
que les syndromes myéloprolifératifs, les leucémies aigués ou chroniques (Henry et al. 2011).
La CSH est capable d’assurer le renouvellement constant des cellules sanguines tout au long
de la vie mais ses capacités a générer le lignage lymphoide décline avec I’age alors que la
my¢lopoiese est préservée voire privilégiée, du fait d’une différenciation accrue en
progéniteurs my¢loides plutot que lymphoides (Sudo et al. 2000; Rossi et al. 2005). Notre
équipe a montré que la baisse d’expression de 7if7y au niveau hématopoiétique participe au
vieillissement (Quere et al. 2014). Cela a ét¢ mis en évidence grace a notre modéle murin
porteur de la délétion conditionnelle de Tifly a partir de la CSH. De nombreuses
caractéristiques de vieillissement accéléré de I’hématopoicse ont été mises en évidence dans
notre modele. A I’instar du vieillissement physiologique hématopoiétique, le nombre de LT-
HSC augmente dans les souris Tifly"" dgées de 4 mois, en comparaison avec celui des souris
contrdles agées de 20 mois. De plus, malgré leur prolifération médullaire, les CSH Tif1y"*
présentent une plus faible capacit¢ de différenciation en leucocytes. Par ailleurs, la
différenciation myéloide des CSH est favorisée aux dépens de la lymphopoicse.
L’augmentation de la phosphorylation de I’histone H2AX, trés bon indicateur des cassures
double-brin de I’ADN et donc du vieillissement cellulaire, au sein des souris 7ifIy"* dgées de
4 mois, va également dans ce sens, de méme que 1’altération de 1’expression génique des CSH
Tifly™* partiellement concordante aux cellules contrdles vieillissantes. Ce vieillissement
accéléré des souris Tifly™™ pourrait correspondre & la premiére étape du développement de ce
syndrome my¢loprolifératif/myélodysplasique. Ce phénomene est relié a la voie de
signalisation du TGFf. En effet, les cellules contrdles agées de 20 mois sont plus sensibles au
A/A

TGFP que les cellules controles plus jeunes, mais de facon équivalente aux cellules 7if7y

agées de 4 mois.
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e. Role de TIF1y au cours de 'hématopoicse normale

- L’hématopoiése normale

L hématopoiese est un processus complexe hautement régulé et hiérarchisé, faisant intervenir
la CSH multipotente de la moelle osseuse, responsable de la production de cellules matures
circulant dans le sang périphérique (Bryder et al. 2006). La CSH permet donc la production,
la maturation et le maintien constant et contrdlé de 1’ensemble des cellules sanguines. Chez
’Homme, la quantité totale de cellules sanguines est de 20x10"* pour les hématies, 10'> pour
les plaquettes et 0,5x10'* pour les leucocytes. Les hématies ont une durée de vie de I’ordre de
120 jours, les plaquettes de 8 a 10 jours et les polynucléaires neutrophiles (PNN) de 24 a 72
heures. Ces chiffres étant constants, cette homéostasie exige un équilibre entre la production
des cellules et leur entrée en apoptose. Ainsi quotidiennement, ce processus hautement régulé
permet de générer 250x10° hématies, 150x10° plaquettes et 100x10° PNN. De fagon
physiologique, 10" 4 10'* cellules sanguines matures sont fabriquées chaque jour a partir de
la CSH multipotente médullaire.

Afin de maintenir I’homéostasie cellulaire, la CSH se différencic en une cellule-fille
responsable de I’hématopoicse active et une autre cellule-fille qui garantit le renouvellement
de la CSH (Simons and Clevers 2011).

L’hématopoiese débute trés précocément au cours de I’embryogenése dans le sac vitellin
jusqu’a la 8™ semaine (Cumano and Godin 2007). L’hémangioblaste, cellule initiatrice de ce
processus, est un précurseur bi-potent dérivé du mésoderme, d’ou proviennent les cellules
endothéliales et les cellules hématopoiétiques (Cumano and Godin 2007). Puis la région
aorte-gonade-mésonéphros prend le relai avant que I’hématopoic¢se feetale ne s’installe au
niveau du foie, de la rate et enfin de la moelle osseuse, site définitif de I’hématopoicse adulte.
Elle siege de fagon principale au niveau des os courts, des os plats et de 1’épiphyse des os
longs. Cela explique le choix des sites de ponction de moelle osseuse chez 1’adulte : le

sternum et la créte iliaque.

o La cellule souche hématopoiétique

Une seule cellule multipotente, la CSH, est capable de produire I’ensemble des cellules
matures sanguines (hématies, plaquettes, leucocytes : PNN, PN éosinophiles, PN basophiles,

monocytes, lymphocytes) par prolifération intense et différenciation. Le nombre de CSH est
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trés limité (0,01 a 0,05% de la population médullaire). Son existence a été démontrée dans les
années 1960 par Till et McCulloch (Till and Mc 1961). L’irradiation 1étale de souris suivie
d’une greffe de moelle osseuse permettait la reconstitution de I’hématopoi¢se murine normale
via la formation de colonies spléniques nommées CFU-S (Colony forming unit in the spleen),
dont le nombre était proportionnel a celui des cellules médullaires transplantées. De cette
fagon, ces deux pionniers ont démontré 1’existence de cellules médullaires capables d’auto-
renouvellement et de différenciation, permettant de générer la quasi-totalité des lignages
hématopoiétiques. Ces cellules furent appelées cellules souches hématopoiétiques.

Chez I’adulte, alors que la trés grande majorité des CSH reste quiescente, en phase GO du
cycle cellulaire grace a des interactions avec des ostéoblastes produisant de la
thrombopoiétine (Yoshihara et al. 2007), une faible proportion assure 1’homéostasie des
cellules sanguines matures.

Par la suite, il a ét¢ démontré que méme le compartiment des CSH est trés hétérogene. Ainsi,
trois sous-types de CSH sont distingués selon leur potentiel de reconstitution de
I’hématopoiese au cours du temps. Les LT-HSC (long term-haematopoietic stem cell), les 1T-
HSC (intermediate term-HSC) et les ST-HSC (short term-HSC) qui respectivement
reconstituent I’hématopoic¢se durant la vie entiere, de 6 a 8§ mois et un maximum de 2 mois
(Spangrude et al. 1988; Benveniste et al. 2010) apres transplantation médullaire dans les
modeles murins.

Les CSH siégent dans la moelle osseuse, au sein de niches hématopoiétiques, correspondant a
un microenvironnement primordial pour le maintien de leur capacité d’auto-renouvellement et
de différenciation. On distingue ainsi la niche ostéoblastique et la niche vasculaire selon la
proximité des CSH avec respectivement les ostéoblastes (Yoshihara et al. 2007) et les cellules
endothéliales vasculaires (Kiel and Morrison 2006) (Figure 6). La chimiokine CXCL12 (CXC
motif ligand 2) controle la migration des CSH au sein de la niche vasculaire (Kiel and

Morrison 2006).

18



Stem cell niche in adult
bone marrow

OSTEOBLAST NICHE
last

Fibroblast

Figure 6 : la CSH au sein de la niche
hématopoiétique médullaire
(d’apres Orkin et al., Cell, 2008)

o La hiérarchie hématopoiétique

Le modele canonique de I’hématopoicse de Weissman (Weissman 2000) (Figure 7), malgré
ses remises en question, reste a ce jour le modele de hiérarchie hématopoiétique le plus
communément admis. Il fait intervenir différents compartiments cellulaires : la CSH, les
progéniteurs, les précurseurs et enfin les cellules matures sanguines.

Sous I’influence de facteurs de croissance et de transcription, la CSH va s’engager dans un
programme de différenciation, perdant ainsi sa multipotentialité.

Interviennent également les microARN (miARN). Dans les années 1990 a été mise en
¢vidence une famille d’ARN non codants, de petite taille, simple brin, responsable de la
régulation traductionnelle de certains génes. Ces ARN agissent comme régulateurs post-
transcriptionnels, capables de se lier a une séquence complémentaire de ’ARNm d’un geéne
cible, entrainant la dégradation ou la répression traductionnelle de cet ARNm (Lee et al.
1993).

Les progéniteurs hématopoiétiques représentent une population hétérogéne de cellules,
correspondant au devenir d’'une CSH qui s’est engagée dans une voie de différenciation.
Leurs capacités d’autorenouvellement diminuent au fur et a mesure de leur différenciation. Ils
ne sont pas reconnaissables morphologiquement. Les cultures clonogéniques réalisées a partir
de cellules de moelle osseuse soumises a des facteurs de croissance durant 10 jours dans un
milieu de méthylcellulose limitant la mobilité cellulaire, permettent de générer des colonies

appelées CFU (colony forming unit) dont la morphologie reconnaissable dépend de la
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cytokine utilisée pendant la culture. Ainsi sont générées les CFU-E (Erythroid), les CFU-M
(Monocyte-Macrophage) etc.

Les précurseurs hématopoiétiques sont des cellules médullaires ayant perdu toute capacité
d’auto-renouvellement. Ils sont engagés dans la différenciation vers un lignage médullaire
spécifique. Il s’agit des premieres cellules morphologiquement identifiables de chaque
lignage. Selon ceux-ci, se produisent de 3 a 5 mitoses si bien qu’un précurseur peut générer 8
a 32 cellules matures. Grace a ces nombreuses mitoses, le rendement de 1’hématopoiése est
trés efficace. Ces précurseurs subissent des modifications morphologiques communes,
concourant a leur maturation. Ainsi, sont observées une diminution de la taille cellulaire, du
rapport nucléocytoplasmique, de I’expression de marqueurs membranaires, la perte des
nucléoles et la condensation chromatinienne. Ils acquicrent par ailleurs des modifications
spécifiques de chaque lignage dont la polylobulation nucléaire et I’apparition de granulations
cytoplasmiques pour le lignage granulocytaire ou l’expulsion nucléaire pour le lignage
érythroide. Enfin, concernant le lignage mégacaryocytaire, les précurseurs subissent une
endomitose responsable d’un doublement du matériel génétique sans division cellulaire,
formant les mégacaryocytes. Les plaquettes matures circulantes résultent de la fragmentation
du cytoplasme des mégacaryocytes.

Seules les cellules matures et fonctionnelles passent dans la circulation sanguine qui n’est
qu’un lieu de passage pour certaines d’entre elles avant la colonisation des tissus, ou chaque
cellule va pouvoir assurer sa fonction. Certaines cellules matures sont encore capables de
différenciation telles que les monocytes. Enfin, les lymphocytes poursuivent leur maturation
dans le thymus ou la moelle osseuse, donnant respectivement naissance aux lymphocytes T et
B.

Selon le modéle de Weissmann (Figure 7), les CSH multipotentes se différencient en
progéniteurs multipotents appelés MPP  (multipotent progenitor), sans capacité
d’autorenouvellement, se différenciant eux-mémes en progéniteurs lymphoides communs
(CLP : common lymphoid progenitor) et myéloides communs (CMP : common myeloid
progenitor). Les CMP correspondent aux colonies CFU-GEMM (colony forming-unit
granulocyte, erythrocyte, monocyte, megakaryocyte). lls produisent des progéniteurs érythro-
mégacaryocytaires (MEP : megakaryocyte-erythrocyte progenitor) et des progéniteurs
granulo-monocytaires (GMP : ganulocyte-monocyte progenitor). Les MEP correspondent aux
progéniteurs mégacaryocytaires (BFU-Mk : Burst forming unit-Megakaryocyte puis CFU-
Mk) et érythroides (BFU-erythrocyte puis CFU-E), se différenciant respectivement en

précurseurs mégacaryocytaires et érythroides. Les GMP correspondant aux colonies CFU-GM
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(CFU-granulocyte, monocyte), donnent naissance aux progéniteurs granulocytaires (CFU-G :
CFU-granulocyte) et monocytaires (CFU-M: CFU-monocyte), se différenciant
respectivement en précurseurs granulocytaires et monocytaires. Les CLP produisent quant a

eux les cellules du lignage lymphoide.
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Figure 7 : Mode¢le de la hiérarchie hématopoiétique selon Weissman (d’aprés Reya et al.,
Nature, 2001)

- TIF1y stimule la différenciation érythroide (Figure 9)

Son role au cours de I’hématopoiese a été initialement étudié chez le Poisson-Zebre (Danio
rerio). Grace a un criblage génétique a grande échelle, I’équipe de Leonard Zon a caractérisé
un mutant appelé moonshine qui présente une anémie sé¢vere due a 1’absence d’expression du

facteur de transcription érythroide gatal (Ransom et al. 1996). L’¢étude des embryons mutants
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pour le géne moonshine (mon) a montré qu’ils possédent peu ou pas d’érythroblastes
(érythroblastopénie) et que leur érythropoiese est bloquée (Figure 8). En 2004, le géne mon a
¢été identifié comme étant I’orthologue du geéne 77F/y humain (Ransom et al. 2004). L’étude
de I’hématopoieése du mutant moonshine montre que le produit du géne mon est essentiel a
I’érythropoiése embryonnaire et adulte. En effet, 22 heures apreés la fertilisation, les
marqueurs hématopoiétiques tels que gatal, gata?2 et ikaros ne sont pas détectés au niveau des
sites hématopoictiques embryonnaires alors que 1’expression des marqueurs myb et ragl
(recombination activating gene 1) indique que les mutants mon possédent un développement
my¢loide et lymphoide normal. Au cours de 1’érythropoiese humaine, TIF1y entretient des
relations étroites avec les protéines Smad. En effet, dans les cellules souches/progénitrices
humaines CD34" provenant de sang de cordon, il a été montré que TIF1y se lie sélectivement
aux formes phosphorylées Smad2 et Smad3 en compétition avec Smad4, contrdlant ainsi la
différenciation érythroide des CSH. A I’opposé, le complexe Smad2/3P-Smad4 permet la
quiescence de ces cellules (He et al. 2006). L’équipe de Roger Patient a par ailleurs étudié les
relations entre tifly, spi-1/pu.1 (SSVF Provirus integration-1/Purine box binding protein-1) et
gatal dans différentes populations cellulaires du Poisson-Zebre. 7if]y favorise I’engagement
érythroide des cellules souches au détriment du développement myéloide en inhibant
I’expression de spi-1/pu.1 et en stabilisant celle de gatal dans le tissu hématopoiétique caudal
(Monteiro et al. 2011). Aprés ses travaux chez le Poisson-Zébre, 1’équipe de Léonard Zon
s’est intéressée au role de Tifly chez la Souris et chez I’Homme. Elle a mis en évidence que
tifly s’associe au complexe du facteur de transcription scl/tall (stem cell leukemia/T-cell
acute lymphocytic leukemia 1) qui comprend gatal, intervenant dans la transcription des
genes érythroides, plus particulierement au cours de 1’élongation transcriptionnelle de ceux-ci.
(Bai et al. 2010; Bai et al. 2013). A I’inverse, des travaux menés en parallele par I’équipe de
Paul-Henri Roméo ont montré que Tifly s’associe a Spi-1/Pu.1 et Scl/Tall afin de réprimer

I’activité de ces facteurs de transcription (Kusy et al. 2011).

wild-type  mutant
TUNEL 1,
gatat 5
: Figure 8 : moonshine est essentiel a I’érythropoiese
scl \ 2 : embryonnaire du Poisson-Z¢bre
Y S (adapté de Ransom et al., PLoS Biol., 2004)
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Cellules CD34* humaines : LT-HSC : Autorenouvellement des CSH si complexe Smad4/Smad2/3P (He et al., 2006)
Compétition entre Smad4 et Tifly

P Engagement érythroide des CSH si complexe Tifly/Smad2/3P (He et al., 2006
£8: pourle complexe Smad2/3P o £ag Y P Y ( )
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35 : Moonshine orthologue de TIF1y o
e —|: Répression de Spi-1/Pu.1 Engagement érythroide des CSH (Monteiro ez al., 2011)
: Stabilisation de GATA-1
* Souris / Homme Elongation des génes érythroides / association a Scl/Tall (Bai et al., 2010 ; Bai et al., 2013)
Souris Activité répressive sur Scl/Tall (Kusy et al., 2011)
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Figure 9: Représentation schématique des différents rdles de Tifly au cours de
I’hématopoiese et plus spécifiquement au cours de 1’érythropoicse

Rales de Tifly dépendants de son activité E3 Ubiquitine Raéles de Tifly indépendants de son activité E3
ligase Ubiquitine ligase

Souris : Développement embryonnaire de I’ectoderme :
Polyubiquitinylation de Smad4
(Dupont et al., 2004 ; Morsut et al., 2010)

Souris / Homme : Co-régulateur transcriptionnel
(Venturini et al., 1999 ; Kusy et al., 2011)

Xénope : Inhibition de la voie de signalisation du TGFf : Souris / Homme : Co-régulateur de 1’élongation des
Monoubiquitinylation de Smad4 génes érythroides
(Dupont et al., 2009) (Bai et al., 2010 ; Bai et al., 2013)
Homme : Activation de I’inflammasome : Polyubiquitinylation
de DHX33 dans les macrophages dérivés des monocytes et les Homme : Régulateur de la mitose
macrophages dérivés des cellules THP-1 (LAM) (Sedgwick et al., 2013)
(Weng et al., 2014)
Souris : Régulation du TGFBRI via sa polyubiquitinylation, Homme : Régulateur d’ALC1 pour la réparation des
accélération du vieillissement hématopoiétique dommages a I’ADN
(Quéré et al., 2014) (Kulkarni et al., 2013)
Homme : Inhibition de la 3-cathénine nucléaire par Homme : SUMO E3 ligase : Inhibition de ’EMT
ubiquitinylation (Hesling et al., 2013)
Xue et al., 2015)

Tableau 2 : Synthéese des différents rdles tenus par Tifly, dépendant ou non de son activité E3
Ubiquitine ligase
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Tifly intervient également au cours de processus pathologiques et notamment néoplasiques,
essentiellement en tant que geéne suppresseur de tumeur. A ce titre, notre équipe a généré un
modele murin porteur d’une invalidation homozygote de 7if/y au niveau du systéme
hématopoiétique. Cette souris homozygote a été appelée Tifly™™ et développe un phénotype
proche de la leucémie myélomonocytaire chronique (LMMC) humaine, associant a la fois des
signes dysplasiques ainsi qu’une prolifération myéloide médullaire, sanguine et splénique.
Ces aspects qui seront abordés en détail ultérieurement expliquent pourquoi nous nous
sommes intéressés aux myélopoicses normale et pathologique et plus spécifiquement aux

monocytes et a leur différenciation.

I1. Les monocytes et leur différenciation

A. Le monocyte

Ce leucocyte appartient au systetme des phagocytes mononucléés et est capable de se
différencier en macrophages, cellules dendritiques et ostéoclastes (Randolph et al. 1999;
Geissmann et al. 2003; Varol et al. 2007). 11 est, par sa taille, la plus grande des cellules
circulantes sanguines. Il mesure de 20 a 25 um avec un rapport nucléocytoplasmique faible,
inférieur a 0,5. Son noyau est irrégulier, réniforme, non nucléolé, & chromatine fine et non
condensée. Son cytoplasme gris « ciel d’orage » est parfois vacuolis¢ et siege de granulations
azurophiles (Figure 10). Les monocytes représentent en situation physiologique 2 a 7% des

leucocytes humains, soit 100 a 1000/mm°, et 4% des leucocytes murins.

éz

Figure 10 : Monocyte sanguin
Coloration au MGG (May-Griinwald-Giemsa)

Cette cellule a un réle majeur au cours des réponses inflammatoire (Strauss-Ayali et al. 2007;
Geissmann et al. 2008; Serbina et al. 2008) et immunitaire innée (Auffray et al. 2007),
accompagnée par les polynucléaires neutrophiles et les cellules natural killer. Le monocyte
participe également a [’homéostasie cellulaire en détruisant les cellules apoptotiques et les

composés toxiques (Franc et al. 1996; Williams 2007).
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De par ses différents roles physiologiques, le monocyte est également responsable de

pathologies inflammatoires telles que I’athérosclérose et les arthrites (Libby et al. 2008).

B. La monocytopoi€se

Elle siege dans la moelle osseuse hématopoiétique a partir d’'une cellule indifférenciée et
multipotente : la cellule souche hématopoiétique. De nombreuses étapes d’engagement de la
CSH aboutissent a la formation du monocyte qui se différencie ainsi a partir du CMP, lui-
méme a ’origine du GMP (Iwasaki and Akashi 2007). Celui-ci est a ’origine du progéniteur
macrophage-cellule dendritique ou MDP (macrophage-dendritic cell progenitor) (Figure 11).
Le développement des monocytes a partir du MDP se déroule dans la moelle osseuse,
majoritairement sous la direction de 1’axe CCR2 (C-C motif receptor 2)/CCL2 (C-C motif
ligand 2) mais aussi CXCR4 (C-X-C motif receptor 4)/CXCL12 (C-X-C motif ligand 12)
(Geissmann et al. 2008). Sous I’influence de I’IL-3 (Interleukine-3) et du GM-CSF puis du
CSF-1, vont se différencier successivement les précurseurs en monoblastes, en promonocytes
et enfin en monocytes (Iwasaki and Akashi 2007). Ceux-ci passent ensuite dans la circulation
sanguine pour assurer leur role de cellules immunitaires via la sécrétion de cytokines pro-
inflammatoires d’une part et la phagocytose d’autre part (Serbina et al. 2008). Lors des
processus inflammatoires, secondaires a une infection par exemple, le récepteur cytokinique
CCR2 et ses ligands CCL2 et CCL7 assurent le recrutement des monocytes sur les sites
inflammatoires, en les mobilisant a partir de la moelle osseuse (Tsou et al. 2007). Cependant,
des ¢études plus récentes ont mis en évidence que la moelle osseuse n’est pas la seule source
de monocytes. Ainsi, la rate est un réservoir de monocytes provenant de la pulpe rouge. Dans
ce cas, CCR2 n’intervient pas dans la mobilisation des monocytes et c’est I’angiotensine II

qui en est responsable (Swirski et al. 2009).
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1. Les cytokines ou facteurs de croissance

Le CSF-1 et son récepteur (CSF-1R, CD115 ou M-CSFR) ont une place centrale au cours de
la monocytopoiese.

Le CSF-1R est un récepteur de type tyrosine kinase, indispensable a la survie, la prolifération
et la différenciation des monocytes et des macrophages (Droin and Solary 2010). Il est codé
par le proto-oncogene cfims (Cellular-feline McDonough sarcoma). Les souris déficientes en
csf-1r présentent une monocytopénie majeure, une ostéopétrose et des défauts de fertilité (Dai
et al. 2002).

Le phénotype des souris déficientes pour Csf-1 (Csf1°”° mice) est moins marqué, suggérant
que cette cytokine ne soit pas le seul ligand de CSF-1R et que tous les effets de ce facteur de
croissance ne soient pas associés a son récepteur. En effet, I'lL-34 (Interleukine-34) a été
décrite comme second ligand de ce récepteur (Lin et al. 2008). L’équipe de Dominique
Heymann a par ailleurs montré que I’'IL-34 forme avec le CSF1 une cytokine hétéromérique
responsable d’une activation spécifique du CSF-1R caractérisée par une phosphorylation plus
importante de ses résidus tyrosine (Segaliny et al. 2015). Le paragraphe II1.D.1 détaillera la
signalisation du CD115.

2. Les facteurs de transcription
a. SPI-1/PU.1

SPI-1/PU.1 (SSFV provirus integration-1/purine box binding protein.l), facteur de

transcription de la famille ETS, induit I’engagement des progéniteurs vers la voie de
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différenciation my¢loide (Nerlov and Graf 1998). Aussi sa présence est-elle requise pour la
différenciation du progéniteur myéloide commun au cours de la myélopoicse précoce (Dakic
et al. 2005; Iwasaki et al. 2005). Spi-1/Pu.l favorise la différenciation monocytaire, au
détriment des voies érythro-mégacaryocytaire et granulocytaire en étant respectivement
responsable d’un effet antagoniste sur GATA-1 et C/EBPa (Dahl et al. 2003). Il réprime
¢galement I’activité¢ de GATA-2, s’opposant ainsi a la génération des mastocytes (Walsh et al.
2002). 1l existe ainsi une coopération stable entre Spi-1/Pu.l et C/ebpa, qui active Gfi-1
assurant I’engagement granulocytaire (Karsunky et al. 2002; Hock et al. 2003), pendant que
Spi-1/Pu.1 active Egr2 (Nguyen et al. 1993; Krishnaraju et al. 2001) associé a son co-facteur

Nab pour induire la différenciation macrophagique.
b. IRFS8

Spi-1/Pu.1 n’est pas le seul facteur de transcription agissant sur le destin monocytaire du
progéniteur.

Irf8 (interferon regulatory factor 8) appelé aussi ICSBP (interferon consensus sequence-
binding protein) intervient également au détriment de la voie d’engagement granulocytaire
(Tamura et al. 2000) favorisant ainsi la différenciation monocytaire. Ce facteur
transcriptionnel contrélé par I’IFNy (Interferon gamma), est activé par Spi-1/Pu.l.
Contrairement a Spi-1/Pu.l et KIf4 (Kriippel like factor 4) dont la délétion homozygote est
1étale, le déficit en Irf8 est viable. IRF8 promeut la différenciation des monocytes a partir des
GMP et inhibe la granulopoi¢se (Tamura et al. 2000). Ainsi, un déficit d’expression d’IRF8
est responsable de 1’accumulation de GMP, de I’expansion des granulocytes et d’un défaut de
différenciation monocytaire (Holtschke et al. 1996; Scheller et al. 1999) ainsi que d’une
déficience dans la production de cellules dendritiques et de macrophages (Holtschke et al.
1996; Tsujimura et al. 2003; Becker et al. 2012). Enfin, il a récemment été montré un role
d’IRF8 a la fois dans la différenciation des monocytes Ly6Chigh (monocytes CD14" chez
’Homme) et Ly6C"*™ (monocytes CD16" chez I’Homme). Les souris déficientes pour Irf8 ont
un nombre significativement plus faible de monocytes Ly6C™€" et Ly6C'*™ au niveau sanguin,

médullaire et splénique (Becker et al. 2012; Kurotaki et al. 2013).
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c. KLF4

KLF4 a également un role important au cours de la différenciation monocytaire. Un déficit en
Klf4 entraine un défaut de différenciation des cellules hématopoiétiques en monocytes
Ly6C"" et le nombre de monocytes Ly6C'" est trés réduit au niveau sanguin, médullaire et
splénique (Kurotaki et al. 2013), contrairement aux granulocytes dont le nombre augmente
(Feinberg et al. 2007). L’hyper-expression de Klf4 dans les CSH ou les CMP restreint la
différenciation de ces progéniteurs dans le lignage monocytaire (Feinberg et al. 2007). La sur-
expression de KlIf4 au sein de progéniteurs porteurs d’un déficit de Spi.1/Pu-1 et Irf8 est

suffisante pour rétablir la différenciation monocytaire (Feinberg et al. 2007).

d. MAFB et c-MAF

Enfin, il est & noter que MafB (musculoaponeurotic fibrosarcoma oncogene homolog B) et c-
Maf sont fortement exprimés au sein des monocytes et des macrophages (Sieweke et al. 1996;
Hegde et al. 1999), pouvant ainsi induire la différenciation monocytaire des progéniteurs

my¢loides (Gemelli et al. 20006).

3. Coopération entre les facteurs de transcription et les voies de signalisation cytokinique

Comme indiqué précédemment, le facteur de croissance CSF-1 et son récepteur CD115 (ou
CSF-1R ou MCSF-R), ont un rdle crucial au cours de la monocytopoiese. SPI-1/PU.1 active
le promoteur proximal de C-FMS qui code pour CSF-1R (Reddy et al. 1994). Ceci explique
pourquoi les progéniteurs murins déficients en Spi-1/Pu.l n’expriment pas le Csf-1R
(DeKoter et al. 1998). Au sein des progéniteurs, SPI-1/PU.1 se fixe sur le promoteur proximal
de C-FMS, permettant le recrutement des facteurs de transcription EGR, induisant sa forte
expression dans les cellules plus matures. Au niveau des cellules déficientes en Spi-1/Pu.1,
I’expression de c-fins est trop faible pour induire la différenciation macrophagique (DeKoter
et al. 1998), indiquant qu’en I’absence de Spi-1/Pu.l, la signalisation via Csf-1r est
insuffisante pour assurer la différenciation macrophagique.

L’IFNy est une cytokine pro-inflammatoire agissant en recrutant les monocytes au cours des
processus inflammatoires. Durant les processus infectieux, et plus largement inflammatoires,

I’expression de Spi-1/Pu.l et d’Irf8 augmente au sein des GMP de souris contrdles,
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contrairement aux souris déficientes en IFNy. De plus, la stimulation des GMP avec de ’IFNy
résulte en une régulation positive de ces deux facteurs de transcription (de Bruin et al. 2012).

L’interféron de type I (IFN-I) et son récepteur ont également un réle important dans le
recrutement des monocytes en situation inflammatoire. En effet, la perte d’expression du
récepteur a ’IFN-I chez des souris induit une augmentation de la migration des granulocytes
et une diminution du recrutement des monocytes lors d’une infection pulmonaire virale, a
I’origine d’une majoration du risque de déces des souris (Seo et al. 2011). Les CSH
n’exprimant pas ce récepteur ne se différencient pas en monocytes Ly6C"™" alors que la
population Ly6C™ est significativement plus présente au niveau de la moelle osseuse et du

poumon infecté (Seo et al. 2011).

4. Lerole de la vitamine D3 et de son récepteur

La 10,25 dihydroxyvitamine D3 (1,25-(OH),D;) (VD3) est la forme métabolique active de la
vitamine D3 (Carlberg and Polly 1998). Initialement synthétisée au niveau cutané a partir du
7-déshydrocholestérol, elle est ensuite prise en charge au niveau hépatique et rénal pour
obtenir la forme physiologique 1,25 dihydroxyvitamine D3 dont I’activité biologique passe
par la fixation a son récepteur qui appartient a la famille des récepteurs nucléaires hormonaux
(VDR : vitamin D3 receptor) (Issa et al. 1998). La VD3 est capable de promouvoir la
différenciation monocytaire a la fois des cellules leucémiques myéloblastiques dont HL-60
(Tagliafico et al. 2002), U-937 (Du et al. 2005) et des progéniteurs hématopoiétiques humains
CD34" (Grande et al. 2002; Gemelli et al. 2008). Dans ces deux types cellulaires, la 1,25-
(OH),;Ds agit directement dans la régulation de HOXAI10 (Homebox A10), nécessaire au
développement hématopoiétique et a I’implantation embryonnaire. Le traitement de la lignée
my¢lomonocytaire U-937 avec la VD3 stimule I’expression de HOXA10 (Du et al. 2005). Au
niveau des progéniteurs hématopoiétiques humains CD34", I’équipe de Sergio Ferrari a mis
en ¢évidence un domaine de liaison pour HOXA10 au niveau du promoteur de MAFB. La
stimulation de ces cellules progénitrices par la vitamine D3 entraine une augmentation des
transcrits de MAFB et HOXA10, prouvant 1’existence d’une cascade de transactivation entre

VDR, HOXA10 et MAFB (Gemelli et al. 2008).
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C. L’hétérogénéité des monocytes

Les monocytes sont phénotypiquement reconnaissables par leur expression de CD115 (ou
MCSF-R ou CSF1-R) ainsi que de CX3CRI1. Ils expriment & leur surface de nombreux
récepteurs éboueurs ou « scavenger » qui reconnaissent des micro-organismes variés. En
revanche, les monocytes sont aussi caractérisés par leur absence d’expression des marqueurs
des cellules NK, des lymphocytes T et B et des PNN, respectivement Nkp-46, CD3, CD19 et
CD15 (Auffray et al. 2009). Les monocytes sont capables de produire des formes réactives de
I’oxygene, de 1’oxyde nitrique, des cytokines telles que le TNF-a, I’IL-6, I’'IL-10 et 'IL-1f,
permettant a I’organisme de lutter contre les pathogenes (Grage-Griebenow et al. 2001a).
Initialement décrit comme une population cellulaire homogene, des données récentes ont

démontré une importante hétérogénétité des monocytes.

1. Chez I’Homme

a. les différentes populations monocytaires humaines (Figure 12 et Tableau 3)

Au début des années 1980, différentes équipes décrivirent I’existence de deux populations
monocytaires humaines, dont la différence réside dans leurs caractéristiques fonctionnelles
(Yasaka et al. 1981; Weiner and Mason 1984; Akiyama et al. 1985; Elias et al. 1985). La
population majoritaire correspond a des monocytes de grande taille aux capacités
phagocytaires ¢élevées, pourvus également d’une activité myéloperoxidasique et de sécrétion
d’ions superoxydes. La population minoritaire rassemble des monocytes de plus petite taille,
dont I’activité peroxydasique est moins développée, mais dont les capacités de sécrétion d’IL-

1 d’une part et de cytotoxicité dépendante de I’anticorps d’autre part sont importantes.

Par la suite, d’autres travaux ont distingué les différentes populations monocytaires humaines
en fonction de leurs caractéristiques phénotypiques. Ainsi, le groupe de Ziegler-Heitbrock a
identifié la population monocytaire de petite taille décrite ci-dessus comme celle exprimant le
CD16, pourvue de capacités de sécrétion de cytokines importantes (Passlick et al. 1989). La
seconde population apte a la phagocytose exprime le CDI14. Ainsi, les monocytes dits
« classiques » CD14°CD16 représentant 80 a 90% des monocytes circulants, expriment
fortement le récepteur cytokinique CCR2 mais faiblement CX3CRI1, et produisent in vitro

majoritairement 1’'IL-10 plutot que DI'IL-1 ou le TNF-oo en réponse au LPS
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(lipopolysaccharide) (Ziegler-Heitbrock et al. 1992; Almeida et al. 2001). Leur phénotype
ressemble a celui des monocytes Ly6C™ murins, méme si les capacités de sécrétion de
cytokines de ces derniers sont trés développées (Serbina et al. 2008). Les analyses
transcriptomiques vont en tout cas dans ce sens et mettent en équivalence les monocytes
CD14"CD16 humains avec les monocytes Ly6C" murins (Ingersoll et al. 2010).

Plusieurs travaux sont allés plus loin & travers la démonstration que la population CD16" est
composée de deux sous-populations bien distinctes de par leur niveau d’expression de CD14
(Grage-Griebenow et al. 2001a; Zawada et al. 2011) et leurs fonctions (Ziegler-Heitbrock
2000; Grage-Griebenow et al. 2001b; Belge et al. 2002; Cros et al. 2010). Ainsi, la population
CD14°CD16" regroupe les monocytes dits « intermédiaires » et la population CD14“™CD16"
les monocytes dits « non classiques ». Si ces différentes équipes s’accordent sur la différence
d’expression de CD14, elles divergent sur les autres marqueurs phénotypiques d’une part et
leurs fonctions d’autre part. Concernant CCR2, le niveau d’expression est toujours considéré
comme faible dans les deux populations (Grage-Griebenow et al. 2001b; Zawada et al. 2011).
Quant a CX3CRI, une équipe le trouve plus exprimé a la surface des monocytes
« intermédiaires » (Grage-Griebenow et al. 2001b) et une autre a la surface des monocytes
«non classiques » (Zawada et al. 2011). L’expression de CD32 (récepteur au fragment Fc)
serait plus élevée a la surface des monocytes « intermédiaires » que des monocytes « non
classiques » d’aprés les résultats de I’équipe de Martin Ernst (Grage-Griebenow et al. 2001b)
et équivalente entre les deux populations selon ceux de Gunnar H. Heine (Zawada et al.
2011). Par ailleurs, les monocytes « intermédiaires » exprimeraient également CD206 (un
marqueur macrophagique M2) et CCRS, expliquant respectivement leur différenciation
préférentielle en macrophages de type M2 et leur role au cours de I’infection du VIH (virus de
I’immunodéficience humaine) (Jaworowski et al. 2007). Concernant leurs capacités
fonctionnelles, 1’équipe de Martin Ernst a montré que les monocytes « intermédiaires » ont
une activité de phagocytose et de production de TNF-a et d’IL-1 en réponse au LPS (Grage-
Griebenow et al. 2001b). Les monocytes « non classiques » CD14™CD16" ont une activité de
phagocytose pauvre et ne produisent pas de TNF-a et d’IL-1 en réponse au LPS (Ziegler-
Heitbrock 2000; Belge et al. 2002). Les travaux de Frédéric Geissmann retrouvent cette faible
capacité de phagocytose, de production de radicaux oxygénés apres stimulation par le LPS
des monocytes « non classiques ». Toutefois, son équipe met en évidence une production de
TNF-a et d’IL-1p (Cros et al. 2010). Les analyses transcriptomiques les associent aux

monocytes Ly6C~ murins (Ingersoll et al. 2010). Ces monocytes CD16" se différencient
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. . .. . . +
majoritairement en cellules dendritiques, contrairement aux monocytes classiques CD14" a

I’origine de la formation des macrophages (Randolph et al. 2002).
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Figure 12 : Les trois populations de monocytes
IL10, CCL2 TNFe, IL1B, IL12 chez I’Homme selon ’expression de CD14 et CD16
IENyNOROS (adapté de Zimmermann et al., Front.Physiol., 2012)

b.  Leursroles dans les pathologies humaines

Divers travaux ont décrit I’expansion des monocytes CDI16" au cours de pathologies
humaines telles que la polyarthrite rhumatoide (Kawanaka et al. 2002), 1’athérosclérose et les
insuffisances coronariennes (Schlitt et al. 2004). Ces monocytes ont également été impliqués
au cours de maladies infectieuses comme le VIH (Thieblemont et al. 1995), 1’érysipele
(Horelt et al. 2002) et les sepsis bactériens notamment a bacilles Gram négatif (Fingerle et al.
1993; Herra et al. 1996). La guérison de I’infection se traduit par une diminution du nombre
de ces monocytes (Horelt et al. 2002). Au cours des pathologies hépatiques dont la cirrhose de

stade Child C, les monocytes CD16" sont aussi significativement augmentés (Zimmermann et
al. 2010).

2. Chez la Souris (Figure 13 et Tableau 3)

Les monocytes murins sont identifiés grace a I’expression de CD115, F4/80, CD11b et Ly6C,
un antigéne présent de facon variable sur la membrane monocytaire grace a une ancre

glycosylphosphatidylinositol (Geissmann et al. 2003; Geissmann et al. 2008).
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a. Les monocytes CD115"Ly6C”

- Leur role au cours de ’inflammation

Les monocytes CD115'Ly6C", dont I’équivalent phénotypique humain correspond aux
monocytes CD14", sont appelés monocytes classiques pro-inflammatoires et sont recrutés au
cours des mécanismes inflammatoires ou infectieux afin de produire de grandes quantités de
cytokines telles que le TNF-a, I'IFNy et I'IL-1 (Geissmann et al. 2003; Sunderkotter et al.
2004; Serbina and Pamer 2006; Serbina et al. 2008). Ces monocytes dérivent du progéniteur
monocytaire commun (cMoP, common Monocyte progenitor) (Hettinger et al. 2013). Ils ne
sont pas seulement présents dans le sang mais également au sein de divers tissus tels que la
peau, la rate, les poumons ou les ganglions (Jakubzick et al. 2013; Tamoutounour et al. 2013).
En conditions inflammatoires, ces monocytes se différencient en cellules dendritiques et en
macrophages. Le réle des monocytes au cours des réactions inflammatoires a été étudié grace
a un modele murin porteur d’une infection a germe intracellulaire, la bactérie Listeria
monocytogenes (Serbina et al. 2003b; Sunderkotter et al. 2004). Ainsi, au cours d’une
infection, les monocytes Ly6C" sortent massivement de la moelle osseuse sous I’effet de
CCR2 et se différencient, via un mécanisme dépendant de MyD88, en cellules productrices de
TNF-a et d’oxyde nitrique (NO), régulant par ailleurs positivement les antigenes CDS8O0,
CD86, CD11c et CMHII (Serbina et al. 2003a; Tsou et al. 2007). Ces cellules ont par la suite
été appelées les « Tip-DC » pour « TNF-a/iNOS-producing dendritic cell », c’est-a-dire
cellules dendritiques productrices de TNF-a et iNOS (Serbina et al. 2003b). Les cellules
dendritiques « Tip-DC » sécretent rapidement le TNF-o avant de migrer au niveau des
follicules spléniques ou elles générent de grandes quantités d’oxyde nitrique. Les souris
déficitaires en CCR2 voient ainsi leur nombre de « Tip-DC » réduit de facon conséquente, ce
qui provoque une moindre maitrise de I’infection a Listeria monocytogenes (Serbina et al.
2003b). Néanmoins, chez ces mémes souris, la réponse immunitaire T n’est pas altérée,
suggérant que le role principal de ces cellules dendritiques dérivées des monocytes soit anti-

bactérien et non un contrdle de la réponse lymphocytaire T (Serbina et al. 2003b).
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- Leur role au cours des processus néoplasiques

Des cellules présentant un phénotype proche de celui des monocytes, exprimant CD115,
Ly6C et CDI11b, sont capables de proliférer dans la rate de souris porteuses de tumeurs
(Movahedi et al. 2008). Ces cellules ont été dénommeées « cellules myé¢loides suppressives »
(MDSC, myeloid-derived suppressor cells) puisqu’elles possédent aussi la propriété de
lymphosuppression T. En effet, via la production d’oxyde nitrique et de formes réactives de
I’oxygéne (ROS, reactive oxygen species), ces MDSC inhibent la réponse T spécifique de
I’antigéne et particuliecrement la réponse lymphocytaire T CD8 (Bronte et al. 2000;
Kusmartsev et al. 2004; Gallina et al. 2006; Huang et al. 2006). Cela suggere que les
monocytes CDI115'Ly6C" peuvent se différencier soit en MDSC pour assurer la

lymphosuppression T soit en « Tip-DC » pour a I’inverse renforcer la réponse T.

b. Les monocytes CD115 Ly6C"

Ces monocytes dits « non classiques » expriment faiblement CCR2 et fortement CX3CR1
(Geissmann et al. 2003; Sunderkotter et al. 2004). IIs ont été nommés « monocytes résidents »
chez la Souris car de demi-vie plus longue et résidant dans les vaisseaux sanguins (Geissmann
et al. 2003). Leur rdle serait de « patrouiller » dans les vaisseaux sanguins, se liant a
I’endothélium vasculaire grace a I’intégrine 2 LFA-1 et au récepteur de cytokine CX3CRI.
En dehors de toute situation inflammatoire, leur extravasation est un phénomeéne rare (Auffray
et al. 2007). Mais des lors qu’un processus infectieux ou inflammatoire survient, ces
monocytes sont les premiers a intervenir sur le site touché, sécrétant du TNF-a, mais de fagon
fugace puisque les monocytes Ly6C "™ prennent rapidement le relai, devenant les principales
cellules productrices de TNF-a.. Les monocytes Ly6C engagent par la suite un programme de
différenciation macrophagique via une activation transcriptionnelle des génes MafB, cMaf,
Egr-1, Egr-2 et Egr-3 (Martinez et al. 2006) alors que les monocytes Ly6C" tendent a se
différencier en cellules dendritiques faisant intervenir RelB et Spi-1/Pu.l (Auffray et al.
2007). Plusieurs auteurs ont confirmé ces résultats en montrant que deux populations
différentes de monocytes sont recrutées en cas d’inflammation au niveau myocardique
(Nahrendorf et al. 2007) et pulmonaire (Landsman et al. 2007). Ludovic Arnold et ses
collaborateurs montrérent au contraire que la population Ly6C donne naissance a la

population Ly6C" au niveau musculaire (Arnold et al. 2007).
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Homme Souris
Phénotype
e o | CD115"Ly6C™"
Monocytes C]assiques’ CD14°CD16 CCR2"'CX3CR1°" hich )
CCR2"™'CX3CR1*"
proinflammatoires - -
Fonctionnalité
90%
Sécrétion IL-10 > TNF-a
Sécrétion IL-1, TNF-a, IFNy
et IL-1
Phénotype
CD14°CD16"CCR2"™Y
Monocytes intermédiaires CX3CR1""CD32°CD64"
5% Fonctionnalité
Sécrétion TNF-a., IL-1 et
phagocytose
Phénotype
P . ] CD115 Ly6C"*"
Monocytes non classiques, CD14""CD16 CD32 | i
. CCR2°"CX3CR1™
résidents
Fonctionnalité
5%
Pas de phagocytose ni de sécrétion de cytokines, « patrouilleur »
dans les vaisseaux

Tableau 3 : Les différentes populations de monocytes chez I’Homme et la Souris
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II1. Les macrophages

A. L’origine des macrophages

Ces cellules faisant partie du systétme des phagocytes mononucléés sont des cellules de
I’'immunité innée, participant a 1’homéostasie cellulaire en phagocytant les cellules
apoptotiques et produisant des facteurs de croissance et des cytokines pro-inflammatoires.

Le systeme phagocytaire a été décrit pour la premicre fois par Illya Metchnikoff en 1897
(Gordon 2008), devenu le « pére de I'immunité innée ». Ce systeme regroupait les
macrophages (du grec « gros mangeur ») et les microphages (du grec « petit mangeur »)
actuellement appelés polynucléaires neutrophiles. De nombreux synonymes ont ét¢ donnés

eme

aux macrophages au cours de la premiére moiti¢ du XX siecle, puis Ralph van Furth,
James Hirsch et Zanvil Cohn ont, a la fin des années 1960, caractérisé et défini les phagocytes
mononucléés. Ce systéme regroupait les monocytes et macrophages avec le postulat que les
macrophages sont issus des monocytes (van Furth et al. 1972). Au cours des années 1970,
Steinman décrivit la cellule dendritique (Steinman and Cohn 1973; Steinman and Witmer
1978) puis van Furth les intégra parmi le systeme des phagocytes mononucléés (van Furth
1980). C’est donc a compter des années 1980 que ce systeme a réuni les monocytes, les
macrophages et les cellules dendritiques. Ces trois types cellulaires étaient distingués
exclusivement a travers leur morphologie, leur fonction et leur origine. Le postulat initial
considérait que les cellules constituant ce systétme dérivaient uniquement des monocytes
sanguins. Mais trois événements sont depuis venus remettre en cause cette théorie. Le premier
correspond a la mise en évidence de [D’auto-renouvellement des macrophages,
indépendamment des monocytes et de 1’existence d’un précurseur embryonnaire (Naito et al.
1997; Alliot et al. 1999; Ginhoux et al. 2010; Hoeffel et al. 2012; Schulz et al. 2012;
Guilliams et al. 2013; Hashimoto et al. 2013). Le second tient au fait que les monocytes
proviennent d’un précurseur appelé progéniteur monocytaire commun (Hettinger et al. 2013).
Les monocytes peuvent rejoindre les tissus et maintenir leur phénotype a 1’état basal
(Jakubzick et al. 2013) mais peuvent également donner naissance a des cellules dont les
fonctions dépendront a la fois du tissu et du microenvironnement dans lequel elles résideront
(Tamoutounour et al. 2013). Le troisieme éveénement concerne les cellules dendritiques
classiques et plasmacytoides provenant d’un précurseur dendritique commun (CDP, common
dendritic cell precursor), contrairement aux monocytes et macrophages (Naik et al. 2007,

Onai et al. 2007). L’ensemble de ces données plus récentes montre donc que le systeme des

36



phagocytes mononucléés n’est pas restreint a des cellules dérivées des monocytes mais
regroupe bel et bien trois types cellulaires dont 1’ontogénie leur est propre : les cellules
dendritiques dérivées du précurseur CDP, les macrophages d’origine embryonnaire et les

cellules dérivées des monocytes (Guilliams et al. 2014).

B. Les différentes populations de macrophages (Figure 14)

Les macrophages représentent une population cellulaire hétérogene, du fait d’une grande
diversité¢ dans leur morphologie, leur fonction et leur localisation tissulaire (Hume 2012).
Ainsi, selon leur localisation anatomique, sont distingués les histiocytes du tissu conjonctif, la
microglie au niveau cérébral, les cellules de Kiipffer hépatiques, les ostéoclastes responsables
du remodelage osseux et les macrophages alvéolaires pulmonaires.

Le modéle canonique de I’hématopoicse stipule que toute cellule débute son développement
au stade embryonnaire, au 8™ jour, a partir de I’ectoderme du sac vitellin. Ce systéme
primitif est suivi par ’hématopoiése qui se déroule dans le foie feetal, initialement a partir des
progéniteurs hématopoiétiques du sac vitellin puis de la région aorte-gonade-mésonéphros.
Puis I’hématopoicse du foie feetal décline et laisse place a I’hématopoiese médullaire : cette
hématopoiése définitive est la source des monocytes circulants, desquels dérivent les
macrophages tissulaires (Geissmann et al. 2010).

Depuis lors, I’origine des macrophages a été précisée et il semblerait que les macrophages
cérébraux appelés microglie sont issus de progéniteurs du sac vitellin alors que les cellules de
Langherans correspondant aux macrophages de la peau, proviennent a la fois du sac vitellin et
du foie feetal (Ginhoux et al. 2010; Hoeffel et al. 2012). La majorité des macrophages
tissulaires, caractérisés par le marqueur glycoprotéique F4/80 (cutanés, spléniques,
pancréatiques, hépatiques, cérébraux et pulmonaires) émanent de progéniteurs du sac vitellin.
Certains macrophages ont une double origine : les macrophages rénaux et pulmonaires sont
originaires a la fois du sac vitellin (F4/80™¢") et de la moelle osseuse (F4/80°Y). Les
macrophages F4/80" sont renouvelés de fagon continue par les progéniteurs médullaires
(Schulz et al. 2012). Cela indique donc I’existence de trois sources de macrophages chez la
Souris, survenant a différents stades de développement et persistant jusqu’a 1’age adulte.
Malgré cette origine embryonnaire commune, |’analyse de 1’expression génique des
macrophages a mis en évidence la grande diversité de ces cellules (Gautier et al. 2012b),
stipulant que chaque population macrophagique est spécifiquement adaptée a son tissu de

résidence.
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Figure 14 : Les différentes populations macrophagiques et leurs origines (adapté de Wynn et
al., Nature, 2013)

C. Les fonctions macrophagiques

1.  Généralités

Les macrophages représentent une premiere barriere de défense contre les agents pathogénes,
d’une part en les phagocytant et d’autre part en présentant leurs antigénes aux lymphocytes T,
faisant de ces cellules des cellules présentatrices de 1’antigéne (CPA) (Gordon and Martinez
2010). Dans chaque tissu, les macrophages acquiérent un phénotype spécifique. Ils ont été
classés en deux catégories, les macrophages de type M1, appelés macrophages « classiques »
et les macrophages de type M2 dits « alternatifs » (Biswas and Mantovani 2010). Au cours
d’un processus inflammatoire aigu, se produit une activation macrophagique de type M1 via
les TLR (Toll Like Receptor) et les cytokines Thl (IFN-y). Cela détermine leurs capacités a
tuer et phagocyter les agents pathogenes, induire la production de cytokines pro-
inflammatoires dont I’IL-1f3, le TNF-a ou I’IL-12, les formes réactives de 1’oxygeéne et
présenter les antigénes des agents pathogénes aux lymphocytes T grace au complexe majeur
d’histocompatibilité de classe 11 (CMH-II) (Biswas and Mantovani 2010). Les cytokines Th2
comme I’'IL-4 ou I'IL-13 stimulent par ailleurs les monocytes-macrophages sur un mode
«M2», c’est-a-dire leur conférant des capacités de production de cytokines anti-

inflammatoires comme I’IL-10 plus importantes, contrastant avec une moindre production de
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cytokines pro-inflammatoires. Ces macrophages contrdlent positivement les récepteurs de
surface « éboueurs » tels que le CD206 (récepteur au mannose) ou le CD163. Cela facilite
I’arrét du processus inflammatoire et promeut la réparation tissulaire (Biswas and Mantovani
2010). Par ailleurs, les macrophages des tissus sains arborent souvent un phénotype « mixte »

MI1-M2.

2. Laphagocytose assurée par les macrophages garantit I’homéostasie cellulaire

Les macrophages participent a 1’homéostasie cellulaire en intervenant au cours de
I’érythropoiése : les érythroblastes en cours de maturation perdent leur noyau qui est digéré
par les macrophages. En leur absence, I’érythropoiése est bloquée et I’issue est létale
(Kawane et al. 2001). Autre témoin de cette fonction dans 1’homéostasie cellulaire, les
macrophages phagocytent les granulocytes et les érythrocytes au niveau splénique et
hépatique et en I’absence de cette phagocytose, se développent une hyperleucocytose a
polynucléaires neutrophiles, une splénomégalie ainsi qu’une perte de poids (Gordy et al.

2011). La phagocytose apparait ainsi centrale dans la fonction des macrophages.

3. Les macrophages participent a I’angiogencse

En témoigne leur réle au cours du développement oculaire. En période post-partum, les
macrophages permettent la régression de la vascularisation hyaloide. En délivrant un signal de
mort cellulaire via WNT7B aux cellules endothéliales vasculaires, les macrophages évitent
ainsi ’hypervascularisation (Rao et al. 2007). En effet, au cours du développement de la
vascularisation rétinienne, les macrophages synthétisent WNTSA et WNTI11, induisant
I’expression du récepteur au VEGF (Stefater et al. 2011). Les macrophages participent
¢galement a l’angiogenese cérébrale, au niveau du rhombencéphale, en provoquant les
anastomoses vasculaires (Fantin et al. 2010). En outre, ils participent a la lymphangiogenése

(Gordon et al. 2010).

4.  Les macrophages influencent le développement cérébral

Appelés microglie, les macrophages cérébraux dépendent de la voie de signalisation du CSF-
IR. En son absence, se développent des anomalies cérébrales structurelles (Erblich et al.

2011). Le CSF-1 et I’'IL-34 sont tous deux exprimés par les neurones bien que I’IL-34 soit la
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principale cytokine responsable de la viabilit¢ et de la différenciation de la microglie
(Ginhoux et al. 2010; Nandi et al. 2012). Les anomalies structurelles cérébrales, les déficits de
I’olfaction ainsi que les désordres hypothalamiques des souris présentant un déficit en CSF-1
attestent du role de la microglie dans 1’équilibre du fonctionnement cérébral (Pollard 2009;

Erblich et al. 2011).
5. Les macrophages interviennent dans I’homéostasie métabolique

Au cours des processus infectieux, 1’activation des macrophages induit la sécrétion de
cytokines pro-inflammatoires telles que le TNF-a, I’IL-6, I’IL-1f3, a I’origine d’une résistance
a I’insuline qui limite le stockage des éléments nutritifs (Chawla et al. 2011; Odegaard and

Chawla 2013).
6. Lerole des macrophages au sein de la niche hématopoiétique

Les CSH résident dans une niche hématopoiétique médullaire régulée par le systéme nerveux
sympathique. L’équipe de Paul Frenette a décrit trois populations de phagocytes mononucléés
dans la niche hématopoiétique en fonction de 1’expression de Grl, CD115, F4/80 et CD169.
Elles incluent les monocytes Gr1™€", Gr1'" et les macrophages. Cette équipe est parvenue
apres des injections de clodronate liposomal a réduire le nombre de phagocytes mononucléés
dans la niche hématopoiétique et a induire la mobilisation des CSH en dehors de celle-ci. Ils
ont prouvé que ces cellules mononucléées régulent les cellules Nestin' responsables du
maintien des CSH dans la niche hématopoiétique. Ce sont les macrophages CD169" qui
induisent la synthése de CXCL12 via une protéine qu’ils n’ont pu identifier. Cela explique
que cette mobilisation des CSH dans le sang se soit traduite par une diminution du CXCL12
(Chow et al. 2011). Une autre équipe de recherche, celle de Matthias Nahrendorf a par la suite
montré que les macrophages sont responsables du maintien de la CSH dans la rate via
VCAM-1 (vascular cell adhesion molecule 1), faisant des macrophages des cellules
essentielles a la myélopoiése extramédullaire. En effet, une stratégie d’inactivation génique a
permis a cette équipe d’inhiber le CSFIR, empéchant la maturation des macrophages au
niveau splénique, ayant pour conséquence la baisse d’expression de VCAM-1 pour finalement
compromettre la rétention des CSH dans la rate. La encore, ce sont les macrophages

exprimant le CD169 qui sont impliqués dans cette rétention des CSH (Dutta et al. 2015).
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7. Les macrophages ont un role au cours de 1’érythropoicse

Abordés dans le précédent chapitre comme ayant un role dans la rétention des CSH dans la
moelle osseuse et la rate, les macrophages CD169" interviennent également au cours de
I’érythropoiése. Ainsi, la déplétion médullaire de ces macrophages entraine une diminution
des érythroblastes de la moelle osseuse. Au cours de la polyglobulie primitive de Vaquez
Jak2V®'"* " syndrome myéloprolifératif caractérisé par une érythropoiése non régulée, la
diminution de cette population macrophagique normalise le compartiment érythroide. De
méme, la chute du nombre de ces macrophages est responsable d’altérations du rétablissement

de I’érythropoiése lors d’une anémie hémolytique ou d’une hémorragie (Chow et al. 2013).

8.  Les macrophages au cours de I’oncogenése

Les macrophages associés aux tumeurs appelés TAM (tumor associated macrophages) sont
dérivés des monocytes sanguins recrutés sur les sites tumoraux via des chimiokines telles que
CCL2 (Franklin et al. 2014). D’un point de vue phénotypique, il s’agit de monocytes qui,
recrutés sur un site tumoral, acquicrent 1’expression du CMH II et perdent celle du Ly6C
(Shand et al. 2014). Déviés de leur fonction de protection, ils vont avoir dans cette situation
un role pro-tumoral : ils stimulent la migration, la prolifération et la survie des cellules
tumorales facilitant ainsi le développement des métastases (Qian and Pollard 2010). Cette
fonction passe par la sécrétion de molécules angiogéniques telles que les membres de la
famille VEGF incluant le TNF-a, I'IL-1f, I’'IL-8, le PDGF et le FGF (fibroblast growth
factor) (Qian and Pollard 2010). Ils favorisent ainsi 1’angiogenése, donc la vascularisation
tumorale, majorant les capacités des cellules néoplasiques a métastaser (Qian and Pollard
2010). Divers modeles murins ont révélé le recrutement de monocytes sur un site tumoral par
des cytokines sécrétées a la fois par les cellules stromales et les cellules malignes. Ces
cytokines sont le MCP-1 (monocyte chemotactic protein-1), le CSF-1 et le CXCL12
(Murdoch et al. 2008). Des études cliniques ont confirmé cette capacité des macrophages a
promouvoir 1’expansion tumorale. Ces travaux montrent une densité intra-tumorale en
macrophages ¢élevée, associée a une prolifération vasculaire et donc métastatique plus
importante, expliquant un pronostic péjoratif (Clear et al. 2010). Il a été proposé que les
macrophages de type TAM seraient porteurs d’un phénotype M2, expliquant leur capacité a
provoquer la croissance et la vascularisation tumorale (Mantovani et al. 2002). Cela a été

conforté par I’étude de I’expression du marqueur CD163 dans les macrophages au cours de
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néoplasies humaines (Heusinkveld and van der Burg 2011). Les TAM de type M2 résident a
la fois dans les régions tumorales hypoxiques et dans les zones périvasculaires (Mazzieri et al.
2011). Ainsi, une population de TAM associés aux vaisseaux, appelée TEM (TIE2-
expressing monocytes/macrophages), participe a 1’angiogenése (De Palma et al. 2005) et
affiche un phénotype de type M2 (CD206'CD163"CMHII") (Squadrito and De Palma
2011). Les TAM sont aussi doués de fonctions immunosuppressives, comme les MDSC que
nous aborderons ultérieurement. Porteurs d’une activité enzymatique de type arginase 1, les
TAM privent les lymphocytes T d’un acide aminé semi-essentiel, la L-arginine (Rodriguez et
al. 2004). Ils facilitent I’apoptose des lymphocytes T en exprimant a leur surface les
molécules PD-L1 (programmed death-ligand 1) (Kuang et al. 2009) et B7-H1 (B7 Homolog
1) (Kondo et al. 2010). Ces molécules ont pour récepteur PD-1, situ¢ a la surface des
lymphocytes T. La liaison du ligand a son récepteur induit 1’apoptose du lymphocyte T. Les
anticorps anti-PD-1 utilisés dans la prise en charge de différents cancers (mélanomes malins,
maladies de Hodgkin en rechute par exemple) induisent ainsi le rétablissement de I’'immunité
antitumorale en levant I’inhibition des lymphocytes T. Les TAM sont au méme titre que les
MDSC des cibles thérapeutiques intéressantes pour rétablir 'immunité anti-tumorale. Deux
abords sont possibles : la déplétion et la « ré-éducation » ou « re-programmation » de cette
population macrophagique, respectivement par [’utilisation d’anticorps anti-CSF-1R et
I’administration de cytokines pro-inflammatoires comme I’IFNa. Cela rétablit I’immunité
anti-tumorale en détruisant les TAM. La seconde méthode est plus séduisante puisqu’elle
rétablit les capacités des TAM a stimuler le systéeme immunitaire (Ostuni et al. 2015). Les
anticorps anti-CSF-1R ont été utilisés dans un mod¢le murin de cancer mammaire et
augmentent 1’efficacité de la chimiothérapie (Ries et al. 2014). Chez ’Homme, une étude de
phase I a prouvé leur efficacité au cours des tumeurs synoviales (West et al. 2006) et des
glioblastomes (Pyonteck et al. 2013). L’utilisation d’IFNa a été rapportée dans un modele
murin de cancer du sein. Une réduction significative de la taille tumorale a été notée, li¢e a
I’activation des lymphocytes T et NK par 'IFNo (Escobar et al. 2014). Une autre voie
possible de thérapeutique dirigée contre les TAM est celle consistant a inhiber le recrutement
des monocytes sur les sites tumoraux puisque ce sont les précurseurs des TAM, en interférant
sur I’axe CCL2/CCR2 grace a un anticorps. Cela a été probant au cours de cancers du sein
métastasés au niveau pulmonaire (Qian et al. 2011).

Les TAM ne sont pas les seuls macrophages a tenir une place centrale au cours de

\ + . . .
I’oncogenese. Les macrophages CD169 " interviennent par exemple au cours du carcinome
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colorectal (CCR). L’équipe de recherche de Motohiro Takeya a étudié par
immunohistochimie I’expression du CD169 a la surface des macrophages des ganglions
régionaux de CCR. Elle a montré une survie globale significativement meilleure chez les
patients ayant un nombre de macrophages CD169" élevé dans leurs ganglions. Au sein des
ganglions, ces macrophages sont en contact direct avec les lymphocytes T CDS" exprimant
aussi le CD43, un ligand du CD169. 1l existe dans leur étude une corrélation significative
entre le nombre de macrophages CD169" et les lymphocytes T cytotoxiques CD8", suggérant
que ces macrophages ont la capacité de promouvoir la réponse immune antitumorale passant
par les lymphocytes T CDS8". Ainsi, ce marqueur CD169 est intéressant pour préciser le

pronostic des patients atteints de CCR (Ohnishi et al. 2013).

9.  Les macrophages et les maladies auto-immunes

Enfin, les macrophages interviennent au cours de nombreuses pathologies inflammatoires et
auto-immunes telles que la polyarthrite rhumatoide, les maladies inflammatoires chroniques
de I’intestin (maladie de Crohn, rectocolite hémorragique), en étant la source de nombreuses
cytokines pro-inflammatoires (IL-12, IL-18, IL-23, TNF-a), responsables de 1’état

inflammatoire chronique observé (Kamada et al. 2008).

D. La différenciation macrophagique

1.  Le CSF-I et son récepteur, le CSF-1R

Le CSF-1 et son récepteur (CSF-1R ou CD115 ou M-CSFR) ont une place centrale au cours
de la monocytopoiése ainsi que la différenciation macrophagique. Le CSF-1R est un récepteur
de type tyrosine kinase transmembranaire exprimé par de nombreuses, si ce n’est toutes, les
cellules phagocytaires. Il est codé par le proto-oncogene c-FMS. Les souris déficientes en
Csf-1r présentent une monocytopénie majeure ainsi qu’une diminution importante du nombre
de macrophages (Dai et al. 2002). Ce récepteur composé de trois domaines, extra-cellulaire,
transmembranaire et intra-cellulaire, fait partie de la superfamille des immunoglobulines. Ses
ligands se fixent sur sa partie extracellulaire. Son domaine intracellulaire composé de résidus
tyrosine permet la transduction du signal, faisant intervenir différentes voies de signalisation.
La fixation du CSF-1 a son récepteur induit 1’activité kinase de celui-ci, provoquant une auto-

phosphorylation des résidus tyrosine de sa partie intra-cellulaire. S’ensuit une dimérisation
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covalente du récepteur par des ponts disulfures, avec pour conséquence une nouvelle vague de
phosphorylation de résidus tyrosine et I’activation consécutive des voies de signalisation. La
voie PI3K/AKT/mTOR (phosphatidylinositol-3-kinase/proteine kinase B/mammalian target
of rapamycin) est impliquée dans la survie cellulaire. La voie RAS/RAF/MEK/ERK (rapidly
accelerated fibrosarcoma/mitogen-activated protein kinase/ERK Kinase/extracellular-signal-
regulated kinase) intervient dans la prolifération et la différenciation cellulaire. Enfin, la voie
Src est impliquée dans les modifications du cytosquelette permettant 1’adhérence cellulaire,

les capacités de migration et de phagocytose (Pixley and Stanley 2004).

Le phénotype des souris déficientes pour Csf-1 (souris CsfzI°P°P) est moins marqué,
confirmant que cette cytokine n’est pas le seul ligand de CSF-1R. En effet, I'IL-34 a été
décrite comme second ligand de ce récepteur (Lin et al. 2008). Ce phénotype associe retard de
croissance, troubles de la fertilité¢, défauts de différenciation ostéoclastique et réduction du
nombre de macrophages (Begg et al. 1993). Le phénotype présenté par les souris n’exprimant
pas le Csf-1r étant proche de celui des souris sans la cytokine Csf-1, cela laisse supposer que
cette cytokine a un seul récepteur (Chitu and Stanley 2006). Cependant, les souris
n’exprimant pas le Csf-1r posseédent tout de méme des macrophages, notamment au niveau
splénique, ce qui indique que des facteurs de croissance autres que le CSF-1 agissent sur la
production des macrophages. C’est le cas du GM-CSF et de I’IL-3. Néanmoins, les souris
présentant un déficit de ces cytokines n’ont pas de diminution notable de leur population
macrophagique excepté la population alvéolaire (Pollard 2009). Le GM-CSF semble étre
synthétisé en situation de stress et ne pas étre présent a 1’état basal, contrairement au CSF-1
(Hamilton and Achuthan 2013). La protéine VEGFa (vascular endothelium growth factor a)
peut compenser le CSF-1 au cours de l’ostéoclastogenese, faisant de cette protéine une

candidate possible a la suppléance du CSF-1 (Niida et al. 1999).
2. Les facteurs de transcription
a. Spi-1/PU.1

La différenciation monocyto-macrophagique fait intervenir de nombreux facteurs de
transcription dont le plus important est Spi-1/PU.1, appartenant a la famille des protéines ETS
(E-twenty six). La perte d’expression de ce facteur entraine une déplétion notable du nombre

de macrophages, y compris ceux issus du sac vitellin (Schulz et al. 2012). Les cellules
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souches embryonnaires porteuses d’une délétion de ce geéne sont incapables de se différencier
en macrophages in vitro, confirmant le réle clef de Spi-1/Pu.l au cours de la différenciation
macrophagique (Henkel et al. 1996). Deux équipes ont par ailleurs étudié les conséquences de
la délétion globale de ce géne chez la Souris. Elle se traduit par une mortalité embryonnaire
tardive voire post-natale au décours d’une septicémie. Le déces des souris est secondaire a
I’absence de monocytes, de macrophages, de polynucléaires neutrophiles et de lymphocytes B
et T (Scott et al. 1994; McKercher et al. 1996). Ainsi, ce géne intervient a différents niveaux

de la my¢élopoicse.
b. KLF4

KLF4 est aussi un facteur de transcription important au cours de la différenciation
macrophagique. Son expression est induite par Spi-1/PU.1. Son hyperexpression au sein des
cellules HL-60 leur confére des caractéristiques de monocytes matures. A 1’inverse, son
inhibition est responsable d’un blocage de la différenciation monocytaire. KLF4 se lie au
promoteur du géne codant pour CD14 afin d’induire sa transcription (Feinberg et al. 2007). La
surexpression de KIf4 permet de réorienter les progéniteurs myéloides Spi-1/Pu.1”” vers une
voie de différenciation monocyto-macrophagique alors qu’un déficit en KlIf4 engage le
progéniteur vers un destin granulocytaire (Feinberg et al. 2007). KLF4 est responsable de la
polarisation des macrophages MI, pro-inflammatoires, versus macrophages M2, anti-
inflammatoires (Liao et al. 2011). En effet, I’expression de ce facteur de transcription est
induite dans les macrophages M2 et réprimée dans les M1 (Liao et al. 2011). KLF4 coopere
avec STAT6 pour induire le programme M2 et inhiber le programme M1 (Liao et al. 2011).
Les macrophages porteurs d’un déficit d’expression de KLF4 présentent une augmentation de
I’expression des genes pro-inflammatoires, une majoration de leur activité bactéricide et de

production de NO (Liao et al. 2011).
c. MAFB

Facteur de transcription appartenant a la famille bZip (basic region/leucine zipper) MAFB est
exprimé par les monocytes et les macrophages (Sieweke et al. 1996 ; Gemelli et al. 2006) et
voit son expression augmenter lors de la différenciation des progéniteurs myéloides en
macrophages, faisant de cette protéine un inducteur de la différenciation macrophagique

(Gemelli et al. 2006). La surexpression de MAFB induit la différenciation macrophagique de
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cellules hématopoiétiques progénitrices humaines CD34". Ainsi, les cellules ayant un taux
¢levé de MAFB forment des progéniteurs monocytaires CFU-M au détriment des
progéniteurs érythroides CFU-E et BFU-E. De plus, I’expression des genes intervenant dans
la différenciation monocyto-macrophagique (geénes de maturation et de fonction
macrophagique) est augmentée, alors que celle des génes de signature érythroide est diminuée
(Gemelli et al. 2006). Déja une décennie auparavant, 1’équipe de Mickaél Sieweke avait
montré que MAFB inhibe la différenciation érythroide en se liant au domaine de liaison a
I’ADN de ETSI, réprimant ainsi son role d’activateur transcriptionnel des génes érythroides
(Siewecke et al. 1996). En régulant positivement le promoteur de c-fins, Mafb est également
nécessaire au maintien de la prolifération des macrophages tissulaires (Geissmann et al.
2010). Youssef Bakri et ses collégues ont par ailleurs montré que 1’équilibre Spi-1/Pu.1-MafB
intervient dans le destin des progéniteurs myéloides du Poulet pour leur différenciation en
cellules dendritiques ou en macrophages (Bakri et al. 2005). Spi-1/Pu.l inhibe MafB en se
fixant a son promoteur, empéchant ’activité transcriptionnelle de MafB et subséquemment la
différenciation macrophagique, promouvant au contraire la différenciation en cellules
dendritiques. Ainsi, la répression de MafB et une expression élevée de Spi-1/Pu.l sont
nécessaires pour la différenciation dendritique alors qu’un taux élevé de MafB et modéré de

Spi-1/Pu.1 est requis pour la différenciation macrophagique (Bakri et al. 2005).

d. ¢c-MAF

Membre de la méme famille de facteurs transcriptionnels b-Zip, c-MAF intervient également
au cours de la différenciation macrophagique. En effet, son expression ectopique dans les
lignées cellulaires HL-60 et U-937 amplifie la différenciation macrophagique (Hedge et al.
1999). 1l réprime Dactivité transcriptionnelle de ETS1, inhibant ainsi la différenciation

érythroide (Hedge et al. 1999).

c-MAF et MAFB agissent sur la réponse cellulaire au CSF-1 (Aziz et al. 2006; Sarrazin et al.
2009) et stimulent la différenciation monocytaire (Tillmanns et al. 2007). Athar Aziz et ses
collaborateurs ont montré que ces facteurs de transcription participent a la transition entre la
sortie du cycle cellulaire et la différenciation terminale macrophagique. En effet, les
leucocytes doublement déficients en MafB et c-Maf (Maf-DKO) forment en présence de CSF-
1 des colonies monocytaires et macrophagiques capables d’auto-renouvellement, qui

expriment Mac-1, F4/80 et CD115. Ces cellules entrent en cycle en réponse au CSF-1,

46



contrairement aux cellules contrdles. Les cellules issues de la différenciation des monocytes
ont un phénotype de macrophages, porteurs de fonctions macrophagiques dont la sécrétion de
NO en réponse au LPS ou la phagocytose. C’est I’augmentation d’expression de Klf4 et c-
Myc qui permet la prolifération des macrophages. La perte de I’effet répresseur de MAFB et
c-MAF sur ETS1/2 et Spi-1/PU.1, deux facteurs de transcription activant respectivement les
promoteurs de c-Myc et KLF4, expliquerait la surexpression de ces derniers. Ainsi, la perte
d’expression de MAFB et c-MAF permet [’expansion de macrophages matures et

fonctionnels.

e. IRF8

IRFS8 aussi appelé¢ ICSBP fait partie de la famille des facteurs de transcription appelés IRF
(interferon regulatory factor). 11 est impliqué a plusieurs niveaux de la myélopoiese,
notamment la différenciation et 1’engagement dans le lignage monocyto-macrophagique
(Holtschke et al. 1996; Tamura et al. 2000; Hambleton et al. 2011; Becker et al. 2012). Son
absence au sein de souris nullizygotes conduit a des désordres my¢loprolifératifs caractérisés
par I’expansion de granulocytes et a un moindre degré de monocytes (Holtschke et al. 1996)
rassemblant les caractéristiques phénotypiques de la LMC humaine, ainsi qu’une
susceptibilit¢ plus importante aux infections virales et une production réduite d’IFNy
(Holtschke et al. 1996). IRFS8 intervient également a partir des progéniteurs myéloides et
lymphoides afin de les engager dans la voie de différenciation dendritique (Becker et al.
2012). Il agit aussi sur la maturation des macrophages. En effet, le rétablissement de son
expression dans les progéniteurs my¢loides chez des souris nullizygotes pour Irf8 induit leur

différenciation macrophagique (Tamura et al. 2000).

f. C/EBPB

La famille C/EBP (CCAAT/enhancer binding protein) regroupe les six facteurs de
transcription C/EBP a, 3, 0, €, y et C, dont les quatre premiers sont exprimés dans les cellules
my¢loides. Pour en comprendre le réle, des modéles murins porteurs d’une invalidation du
gene codant pour chacun de ces facteurs ont été générés. Ainsi, les souris n’exprimant pas
c/ebpa présentent une agranulocytose liée a la perte d’expression du g-csfr ainsi qu’une

¢osinopénie alors que le taux de monocytes est normal. L’absence de ce facteur de
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transcription induit également 1’expansion de myéloblastes circulants. En sus, 1’invalidation
de c/ebpf et c/ebpe a des conséquences sur les granulocytes, conférant a ces facteurs de
transcription un role essentiel dans la granulopoi¢se. C/EBPQ agit sur leur survie et
C/EBPe sur le développement de leurs caractéristiques fonctionnelles (Yamanaka et al. 1997;
Hirai et al. 2006; Akagi et al. 2008). Ces trois facteurs transcriptionnels interviennent aussi au
cours de la différenciation macrophagique. L’absence d’expression de C/EBPa provoque en
effet la disparition des progéniteurs macrophagiques in vitro et une incapacité a générer des
macrophages in vivo (Heath et al. 2004). En outre, ce facteur de transcription permet la
polarisation des macrophages M1 et M2 (Lee et al. 2014). A I’instar de C/EBPa, C/EBPf est
essentiel a la différenciation macrophagique. Ainsi, sa suppression est responsable de
I’absence de macrophages alvéolaires alors que les macrophages cutanés, spléniques, rénaux
et  hépatiques  sont  préservés (Cain et al.  2013).  C/EBPp contrdle
¢galement la voie de signalisation du LPS. Les TLR, récepteurs membranaires présents a la
surface des macrophages, permettent la reconnaissance des agents pathogénes par ces
derniers. Par exemple, TLR4 reconnait les LPS portés a la fois par les bactéries a Gram positif
et négatif. NFkB (nuclear factor kappa B) est un facteur de transcription indispensable a la
réponse immune innée. Apres la reconnaissance d’un LPS bactérien par un TLR
macrophagique, la transcription de nombreux geénes est activée. Cela fait intervenir NFxB
mais aussi un autre facteur de transcription appelé TNFAIP3 (tumor necrosis factor alpha-
induced protein 3), dont I’activité est lice a p38, une MAPK (mitogen-activated protein
kinase), dépendant elle-méme de C/EBPf (Lai et al. 2013). Quant a C/EBPe, son invalidation
au sein des macrophages entraine leur dysmorphisme et une déficience fonctionnelle (Tavor

et al. 2002).

g. EGRI et EGR2

EGRI1 et EGR2 sont des facteurs de transcription a doigts a zinc. Ils sont aussi requis lors de
la différenciation macrophagique. Egr2 I’induit en activant le promoteur de c-fims, en
coopération avec Spi-1/Pu.l (Krysinska et al. 2007). Il est nécessaire a la fixation de ce
dernier au niveau de 1’élément intronique de c-fins (FIRE : c-fms intronic regulatory element).
Ainsi, Spi-1/Pu.l intervient des le stade des progéniteurs myéloides alors que Egr2 est actif
dans les cellules my¢loides différenci¢es (Krysinska et al. 2007). EGR1 et EGR2 inhibent

I’expression des génes impliqués dans la granulopoiése pour privilégier la voie monocyto-
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macrophagique. GFI-1 (growth factor independent-1), facteur de transcription de la voie de

différenciation granulocytaire est ainsi réprimé par EGR1 et EGR2.

3. Lerdle des microARN

Comme mentionné précédemment, notre équipe s’est intéressée au microARN miR-142-3p.
Notre étude ne s’est pas limitée a son role au cours de la LMMC et nous avons ainsi montré
que miR-142-3p est un modulateur important de la différenciation macrophagique. En effet,
son expression diminue rapidement au cours de la différenciation macrophagique de
monocytes humains induite par le CSF-1. Nous avons par ailleurs décrit une boucle de
régulation négative entre miR-142-3p et le facteur de transcription EGR2. Ainsi,
I’augmentation précoce de I’expression de EGR2 est parfaitement corrélée a la baisse du taux
de miR-142-3p, faisant de EGR2 une cible directe de ce microARN. L’action de EGR2 au
cours du processus de différenciation est donc favorisée par la diminution de miR-142-3p

(Lagrange et al. 2013).

4.  Rodle de PPARY (peroxisome proliferator-activated receptor)

Ce facteur de transcription appartient a la famille des récepteurs nucléaires. Décrit comme
régulateur de la différenciation des adipocytes, son role a depuis été mis en évidence au cours
du développement des maladies cardiovasculaires en étant présent dans les macrophages
impliqués dans 1’athérosclérose (Ricote et al. 1998; Tontonoz et al. 1998). PPARy contribue
aussi a la polarisation des macrophages M2 en modifiant le profil d’expression génique selon
un processus dépendant de I’IL-4 et de STAT6 (Szanto et al. 2010). Plusieurs études réalisées
chez ’'Homme ont démontré son rdle dans les macrophages des tissus associés aux
muqueuses, des ganglions, des poumons (Szanto et al. 2010) et les macrophages alvéolaires
(Bonfield et al. 2003). Chez la Souris, PPARy a aussi une expression ¢élevée au sein des
macrophages pulmonaires et & un moindre degré dans les macrophages spléniques et les
monocytes Ly6C"®" sanguins (Gautier et al. 2012a). Les souris porteuses d’une délétion du
gene PPARy développent une protéinose alvéolaire précoce en rapport avec 1’altération des
macrophages alvéolaires qui ne se rencontre habituellement pas avant 1’dge de 4 mois,

attestant du role de PPARYy dans ce type de macrophages (Bonfield et al. 2008).
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5. Rodle de TIF1y au cours de la différenciation macrophagique

Une parfaite corrélation entre le niveau d’expression de 7IF1y et celui de CSFIR (colony
stimulating factor 1 receptor) dans les monocytes de patients atteints de LMMC a été
identifiée (Aucagne et al. 2011). En effet, les patients dont le niveau d’expression de TIF 1y
est faible présentent un faible taux de CSFIR au niveau des monocytes circulants. Ces
résultats ont été confirmés grice au modéle de souris TifIy™" pour lequel I’expression du
Csflr est significativement diminuée dans les cellules médullaires totales ainsi que dans les
cellules Lin . Ces travaux ont également démontré que les souris 7if7y™" possédent environ 3
fois moins de macrophages péritonéaux que les souris controles (Aucagne et al. 2011). Ainsi,
il semble possible que 7IF1y puisse avoir un role au cours de la différenciation monocyto-

macrophagique.

IV. La myélopoiése pathologique : les cellules myéloides immunosuppressives :

MDSC (myeloid-derived suppressor cells)

Les MDSC sont une population myéloide immature trés hétérogéne, se développant dans de
nombreuses circonstances, notamment et surtout les contextes néoplasiques. Elles sont issues
d’une my¢éloprolifération aberrante secondaire a la présence de facteurs de croissance solubles
sécrétés par les cellules tumorales. Les MDSC sont capables d’inhiber la réponse immune
anti-tumorale, facilitant I’expansion tumorale.

L’étude de la prolifération myéloide dans notre modele murin nous a amené a nous intéresser
a cette population. Ainsi, nous aborderons plus en détail les caractéristiques de ces cellules

lors de la discussion des résultats de notre étude.

V. Roles de Tifly en contexte pathologique

A. Role de TIF1y au cours de maladies inflammatoires

La dermatomyosite (DM) est une maladie auto-immune affectant les fibres collageénes de la
peau et des muscles squelettiques, pouvant se développer comme un syndrome
paranéoplasique au cours des cancers bronchiques ou digestifs. Une équipe de recherche a
identifié¢ des auto-anticorps (Ac) anti-TIFla et anti-TIF1y chez des patients présentant cette

pathologie. La présence d’auto-Ac anti-TIF1y a été rapportée chez deux jeunes patientes et
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celle des deux types d’auto-Ac a été révélée chez deux autres patients. Les patientes porteuses
des Ac anti-TIF1y ne présentaient pas de néoplasie associée (Matsuura et al. 2012). En outre,
une équipe japonaise a étudié la présence d’Ac anti-TIF1y et anti-Mi chez douze patients
porteurs d’une DM anti-TIF1la positifs. Sept patients avaient des Ac anti-TIF1y positifs et
cinq des Ac anti-Mi positifs. Parmi les sept patients doublement positifs pour les Ac anti-
TIF1o/TIF 1y, trois présentaient une DM juvénile et deux une DM associée au cancer (Muro

etal. 2012).

B. TIF1y:un oncogéne

A partir de 1’étude de différents cancers, le role oncogénique de T/F [y a été¢ mis en évidence
comme par exemple au cours du cancer colorectal (CCR) chez ’'Homme. L’¢équipe de Ru-
Liang Xu a révélé une hyper-expression précoce de 77F1y dans la carcinogenése colorectale.
En effet, leur étude indique que son expression est augmentée dans 19% des polypes
hyperplasiques, 60% des adénomes tubulaires et 47% des CCR. De plus, 1’hyper-expression
de TIF1y est plus importante dans les CCR de stade III comparés aux stades I et II. Enfin, il
existe une corrélation entre 1’hyper-expression de 7/F1y et la perte d’expression de Smad4
(Jain et al. 2011). En outre, le réle de tiflya été souligné au cours de la leucémie aigué
lymphoblastique B murine. Il inhibe 1’apoptose des cellules blastiques en réprimant I’activité

pro-apoptotique de Bim, via un antagonisme de Spi-1/Pu.l (Wang et al. 2015).

C. TIF1y:un géne suppresseur de tumeur

1. Son réle au cours de néoplasies solides (Figures 15a et 15b)

Comme décrit précédemment, son role suppresseur de tumeur a été mis en évidence a
plusieurs reprises. Ainsi, sa perte d’expression participe au développement des carcinomes
hépatocellulaires (CHC) murins en association avec Tifla (Herquel et al. 2011). Chez
I’Homme, la diminution d’expression de ce gene facilite le développement métastatique des
CHC (Ding et al. 2014) et favorise celui des lésions précancéreuses pancréatiques

S12D (Vincent et al. 2009). Une étude réalisée in vitro sur des néoplasies

dépendantes de Kras
pancréatiques a mis en évidence que le déséquilibre d’expression de 7/Fy inhibe la

progression des cellules tumorales pancréatiques, faisant de ce géne une cible potentielle pour

51



la prise en charge thérapeutique de ce type de cancer (Ligr et al. 2014). Sa perte d’expression
au sein de cellules épithéliales mammaires humaines a par ailleurs pour conséquence le
développement de la transition épithélio-mésenchymateuse, responsable du caractere
métastatique des tumeurs solides, faisant intervenir la voie de signalisation du TGFf1
(Hesling et al. 2011). Au cours des néoplasies de la téte et du cou, sixi¢éme incidence au rang
mondial des cancers, la diminution d’expression de plusieurs geénes a été mise en évidence
dont celle de TIF1y (Li et al. 2014b). Les carcinomes bronchiques non a petites cellules
sont caractérisés par la présence au niveau des cellules carcinomateuses de la fusion du gene
RET avec d’autres génes, notamment 7/F[y. L’équipe de Naiyer Rivzi a démontré que
I’inhibiteur de RET, le Cabozantinib, est efficace chez deux patients porteurs de ce type de
néoplasie avec une fusion RET/TIF1y (Drilon et al. 2013). TIF1y a également été décrit
comme cible de microARN, notamment au cours des cancers rénaux. Le carcinome rénal a
cellules claires, représentant le type histologique le plus fréquent des carcinomes rénaux, met
en jeu plusieurs microARN. Un travail de recherche publié en 2014 a rapporté
I’hyperexpression de miR-629 dans les cellules carcinomateuses rénales de patients malades.
La cible génique de ce microARN a été identifiée comme étant 77F[y. L’utilisation d’un
inhibiteur de ce microARN a pour conséquence la régulation positive de 1’expression de
TIF 1y et donc la suppression de I’activité des Smad de la voie du TGFf. De plus, I’emploi
d’un agoniste de miR-629 facilite les effets de la voie du TGFp sur les facteurs participant a
I’EMT, garantissant la mobilit¢ et I’envahissement des autres tissus par les cellules
carcinomateuses rénales. Ces données ont ainsi identifi¢ miR-629 comme un régulateur de la
voie TGFPB/Smad via le contréle de I’expression de T7FIydans les carcinomes rénaux a
cellules claires (Jingushi et al. 2014).

Les travaux de 1’équipe de Laurent Bartholin ont montré que 7ifly exerce son role
suppresseur de tumeur en contrdlant la stabilit¢ chromosomique (Pommier et al. 2015). En
effet, I’inactivation de 7ifly dans les fibroblastes embryonnaires murins et dans les cellules
NMuMG (normal murine mammary gland) entralne respectivement 1’accumulation
d’anomalies nucléaires et des défauts séveres de la ploidie. Chez I’'Homme, la diminution

d’expression de 7/F1y accroit les instabilités chromosomiques tumorales.
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Néoplasies de la téte et du cou
(Lietal., 2014)

Leucémie myélo-monocytaire chronique
(Aucagne et al., 2011)

Carcinome bronchique non a petites cellules
(Drilon et al., 2013)

Lésions pancréatiques pré-cancéreuses
(Vincent et al., 2009)

Carcinome hépato-cellulaire

Chez la Souris (Herquel et al., 2011)

Chez I’'Homme: développement métastatique
(Ding et al., 2014)

Carcinome rénal a cellules claires
(Jingushi et al., 2014)

Carcinome mammaire
Transition epithélio-mésenchymateuse
(Hesling et al., 2011)

Figure 15b : TIF1y intervient aussi au cours des néoplasies mammaires

2. Son rbéle au cours de I’hématopoiese pathologique : développement d’une

leucémie myélomonocytaire chronique (LMMC)

Le phénotype du poisson-zebre mutant moonshine, présentant des défauts séveéres de
I’hématopoicse, a incité notre équipe a émettre 1’hypothése d’un réle essentiel de Tifly dans

I’hématopoicse des Mammiféres. Du fait de la 1étalité embryonnaire entrainée par la délétion
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totale de 7ifly chez la Souris, I’étude de son role dans I’hématopoi¢se adulte n’est possible
qu’en utilisant une stratégie de délétion conditionnelle du geéne dans les cellules
hématopoiétiques. A cette fin, le systéme « Cre-LoxP » (cyclization recombinase-locus of
cross over in P1) a été utilisé. Une souris dont les exons 2, 3 et 4 du gene 7if]y sont flanqués
de séquences « loxP » a été croisée avec une souris exprimant la recombinase « Cre » placée
sous le contrdle du promoteur du gene cFES humain, exprimé dans les progéniteurs
hématopoiétiques (Keller et al. 2001). Ce croisement nous a permis d’obtenir une souris c-
FES-Cre-Tifly présentant une délétion conditionnelle du gene Tifly dans I’ensemble des
cellules hématopoiétiques dont les cellules souches et progénitrices. Cette souris est appelée
TifIy™ (ou A/A) lorsque le géne est invalidé sur les deux alléles (Aucagne et al. 2011). Les
souris n’exprimant pas 7if/y dans les cellules hématopoiétiques survivent et ne développent
pas d’anémie, ce qui est probablement dii & une compensation splénique. Ce résultat contraste
avec ceux du Poisson-Zeébre. L’invalidation de 7ifly dans les cellules hématopoiétiques
entraine une expansion sélective des GMP et des CSH (Aucagne et al. 2011; Kusy et al.
2011). Entre 6 et 10 mois, les souris Tifly"* développent un syndrome
my¢loprolifératif/myélodysplasique caractérisé par une hyperleucocytose due a une
my¢loprolifération, une hyperplasie médullaire my¢loide, une hépatosplénomégalie ainsi que
des stigmates de dysplasie sanguine. L’ensemble de ces anomalies mime le syndrome
my¢éloprolifératif/myélodysplasique humain de type LMMC (Aucagne et al. 2011). Chez la
Souris, cette hémopathie est par ailleurs transplantable, faisant du phénotype Tifly™ un
phénotype indépendant du microenvironnement. L’équipe de Léonard Zon a également
généré un modele murin porteur de la délétion de 7if1y au niveau hématopoiétique. Les souris
présentent un blocage de la maturation érythroide dans la moelle osseuse avec des défauts de
I’¢longation trancriptionnelle des geénes érythroides, confirmant les données précédentes de
I’équipe sur le role de ce geéne au cours de 1’érythropoi¢se, mais aussi une prolifération
granulocytaire et une lymphopénie B, attestant du rdle de ce géne a de nombreux niveaux de

I’hématopoiese (Bai et al. 2013).

D. Réle de TIF1y au cours de la LMMC humaine

En collaboration avec 1’équipe d’Eric Solary (UMR 1170 Inserm, IGR, Villejuif), nous avons
¢tudié I’expression du gene 71F1y chez des patients porteurs d’'une LMMC. Cette étude a
démontré qu’environ 35% des patients présentent une trés faible expression de T7F1y, qui est

le plus souvent indétectable. Cette diminution d’expression est due & une hyperméthylation
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des ilots CpG et a des modifications d’histones au niveau du promoteur du gene. La
décitabine, agent hypométhylant utilisé dans le traitement de la LMMC humaine, restaure la
méthylation du promoteur de 77F 1y et ceci est associé¢ a une normalisation de I’expression du
gene (Aucagne et al. 2011). Néanmoins, la délétion de TIF1y chez I’Homme porteur d’une
LMMC n’est pas corrélée a I’efficacité de la Décitabine (données non publiées). Ainsi, le
modéle de souris TifIy"* constitue un excellent modéle d’étude de la physiopathologie de la

LMMC humaine.

1. La leucémie myélomonocytaire chronique

a. Définition

La LMMC est une maladie clonale maligne de la cellule souche hématopoiétique caractérisée
par la présence d’une monocytose sanguine. Longtemps considérée comme un syndrome
my¢lodysplasique selon la classification FAB (French-American-British) (Bennett et al.
1982), la LMMC revét en réalit¢ des caractéristiques a la fois myélodysplasiques et
my¢loprolifératives. Ainsi, en 2008, I’Organisation Mondiale de la Santé¢ (OMS) a intégré la
LMMC au sein d’une nouvelle catégorie de néoplasies
my¢loprolifératives/myélodysplasiques (Vardiman 2010) (Swerdlow et al. 2008) dont font
¢galement partie la LMC (leucémie myé¢loide chronique) atypique BCR/ABL (breakpoint
cluster region/abelson) négative, la LMMj (leucémie myélomonocytaire juvénile) et les

néoplasies myélodysplasiques/myéloprolifératives inclassables.

Selon la définition OMS 2008, cette hémopathie maligne est définie par les cinq critéres
suivants (Swerdlow et al. 2008) :
- un excés stable de monocytes circulants supérieur ou égal & 1000/mm’ sans autre
¢étiologie retrouvée et représentant plus de 10% des leucocytes totaux,
- I’absence du chromosome Philadelphie et du géne de fusion BCR/ABL,
- l’absence de réarrangements PDGFRa et PDGFRp (platelet-derived growth factor
receptor),
- une blastose médullaire de moins de 20%,
- la présence d’au moins un des critéres suivants

o une dysplasie sur au moins une lignée
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o la présence d’une anomalie cytogénétique ou moléculaire clonale dans les
cellules hématopoiétiques

o une monocytose persistant plus de 3 mois en I’absence d’autre étiologie.

Selon le pourcentage de blastes médullaires et sanguins, ’OMS distingue deux types de
LMMC :
- la LMMC de type 1 si les blastes sanguins sont inférieurs a 5% et les blastes
médullaires inférieurs a 10%,
- la LMMC de type 2 si les blastes sanguins sont entre 5 et 19% et les blastes

médullaires entre 10 et 19%.

b. Epidémiologie

Rare hémopathie du sujet agé, I’age médian au diagnostic se situe entre 65 et 75 ans (Parikh
and Tefferi 2012). Son incidence est estimée a 0,5 pour 100 000 habitants au niveau mondial
(Orazi and Germing 2008). Celle-ci augmente avec I’age pour atteindre 3 sur 100 000 cas
annuels chez les sujets de plus de 60 ans (Orazi and Germing 2008; Parikh and Tefferi 2012).
Il existe une prédominance masculine avec une répartition de 2 pour 1.

La LMMC est la néoplasie myéloproliférative/myélodysplasique la plus fréquente et

représente environ 2% des hémopathies malignes de I’adulte (Phekoo et al. 2006).

c. Présentation clinique

La LMMC est une maladie treés hétérogéne quant a sa présentation clinique.

Elle peut entrainer I’apparition d’une hépatosplénomégalie, sans adénopathies associées le
plus souvent. Le reste de I’examen somatique peut mettre en évidence des signes
d’insuffisance médullaire (syndromes anémique, infectieux et hémorragique). Des
manifestations rhumatologiques et dermatologiques sont par ailleurs possibles, représentées
par des arthralgies inflammatoires, des épanchements des séreuses, des vascularites cutanées

ou encore des dermatoses neutrophiliques telles que le pyoderma gangrenosum.
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d. Physiopathologie

Si la définition de la LMMC est effectivement basée sur la monocytose sanguine, il est
communément admis que cette population est trés hétérogene. Depuis 2009, 1’équipe d’Eric
Solary s’interroge sur cette hétérogénéité de la population monocytaire des patients porteurs
d’une LMMC. Son équipe a mis en évidence au sein de la population mononucléée du sang
périphérique de ces patients une population granulocytaire dysplasique immature
CD14/CD24" (Droin et al. 2010). L’étude protéomique des populations CD14"/CD24"
(monocytaire) et CD14 /CD24" (granulocytaire) retrouvait une différence d’expression
concernant I’alpha-défensine HNP1-3, plus exprimée au sein de la population granulocytaire
CD24". Cette protéine est responsable de I’inhibition de la différenciation de la population
CD14"/CD24  en macrophages via ’inhibition du CSF-1. Cette méme équipe s’est par la
suite intéressée a I’étude de la prolifération des trois populations monocytaires au cours de la
LMMC. Elle a montré que la population classique CD14'CD16  est majoritaire chez ces
patients et tend a décroitre aprés un traitement avec des agents hypométhylants. Dans leur
étude, cette population CD14'CD16 constitue un marqueur diagnostique sensible et
spécifique en faveur de la LMMC lorsqu’elle représente plus de 94% des monocytes totaux
(Selimoglu-Buet et al. 2015). Cela est intéressant dans la mesure ou il n’est pas toujours aisé
de distinguer la monocytose réactionnelle, la LMMC et certaines formes de my¢lofibrose.

Le caractere a la fois dysplasique et myéloprolifératif de la LMMC a également été étudié par
I’équipe d’Eric Solary. L’existence d’une dominance clonale précoce représentée par les
mutations de TET2 (ten eleven translocation 2) et/ou SRSF2 (serine/arginine-rich splicing
factor 2), survenant a un stade précoce de 1’hématopoiése (CD34/CD387) biaise la
différenciation du progéniteur myéloide commun vers les cellules granulocytaires et
monocytaires, entrainant une prolifération granulomonocytaire aux dépens des érythrocytes et
des mégacaryocytes (Itzykson et al. 2013b; Itzykson and Solary 2013). Cette hyperplasie
my¢loide est majorée par des mutations additionnelles au niveau des geénes touchant les voies
de signalisation telles que CBL (casitas B lymphoma) ou RAS (rat sarcoma), induisant une
hypersensibilit¢ au GM-CSF (granulocyte macrophage-colony stimulating factor). Ainsi, ces
mutations pourraient expliquer le caractére my¢loprolifératif de la LMMC.

Les mutations de SF3B1 (splicing factor 3B1) et de RUNXI (runt-related transcription factor
1) rendent compte du caractére dysplasique de la LMMC, responsables respectivement des

dysplasies érythroide et mégacaryocytaire.

57



e. Anomalies cytogénétiques et moléculaires

Trente pour cent des patients présentent une ou plusieurs anomalies cytogénétiques lors du
diagnostic de LMMC (Such et al. 2011; Such et al. 2013; Tang et al. 2014).
D’apres Esperanza Such et ses collaborateurs, il existe trois catégories de risque selon les
anomalies cytogénétiques.
- un caryotype normal ou une perte isolée du chromosome Y constituant les caryotypes
de pronostic favorable, appelé caryotype de faible risque,
- la trisomie 8 ou anomalies du chromosome 7 ou caryotype complexe (> 3 anomalies)
constituant les caryotypes de pronostic défavorable, appelé caryotype de haut risque,
- les caryotypes de risque intermédiaire représentés par les autres anomalies.
La survie globale a 5 ans des patients présentant un caryotype de faible, intermédiaire ou haut
risque est de respectivement 35%, 26% et 4% (p<0,001) dans cette série de 414 patients (Such
etal. 2011).

Les techniques de séquencage global telles que le NGS (next generation sequencing) ont
permis la description d’anomalies moléculaires chez environ 90% des patients atteints de
LMMC (Gelsi-Boyer et al. 2012; Itzykson et al. 2013a; Itzykson et al. 2013b). Ces mutations
peuvent concerner :
- des geénes de régulation épigénétique comme
o TET2 (Abdel-Wahab et al. 2009; Gelsi-Boyer et al. 2009; Jankowska et al.
2009; Kosmider et al. 2009; Kohlmann et al. 2010; Smith et al. 2010;
Grossmann et al. 2011; Itzykson et al. 2013a; Itzykson et al. 2013b; Patnaik et
al. 2013b) et DNMT3a (DNA (cytosine-5)-methyltransferase 3a), intervenant
dans la méthylation de ’ADN (Gelsi-Boyer et al. 2009; Abdel-Wahab et al.
2011b; Jankowska et al. 2011; Itzykson et al. 2013a; Itzykson et al. 2013b;
Patnaik et al. 2013b), IDHI et IDH?2 (isocitrate déshydrogénase) (Kosmider et
al. 2010),
o EZH?2 (Histone-lysine N-méthyltransférase), ASXL1 (additional sex combs like
1), intervenant dans les modifications covalentes d’histone (Gelsi-Boyer et al.
2009; Abdel-Wahab et al. 2011a; Grossmann et al. 2011; Itzykson et al. 2013a;
Itzykson et al. 2013b; Patnaik et al. 2013b),
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- des genes agissant sur 1’épissage alternatif en tant que génes du complexe de
I’épissosome tels que SF3BI, ZRSF2, U2AFI1 et SF3F2 (Yoshida et al. 2011;
Makishima et al. 2012; Meggendorfer et al. 2012; Kar et al. 2013; Patnaik et al.
2013a),

- des facteurs de transcription dont RUNX1, régulateur de ’hématopoiése primitive et de
la mégacaryopoiese et TP53, géne suppresseur de tumeur (Gelsi-Boyer et al. 2008;
Kuo et al. 2009; Kohlmann et al. 2010),

- les oncogenes JAK2 (Janus kinase 2), N/KRas, FLT3 (fms like tyrosine kinase 3), CBL,
dont les mutations stimulent la signalisation des récepteurs cytokiniques (Gelsi-Boyer
et al. 2008; Kuo et al. 2009; Kohlmann et al. 2010).

Les conséquences de ces différentes mutations sur la CSH lui conférent un avantage sélectif,

tout en induisant un défaut de différenciation.

f. Role des miARN au cours de la LMMC

Notre équipe s’est intéressée au role de miR-142-3p au cours de cette hémopathie maligne.
Nous avons montré en collaboration avec I’équipe d’Eric Solary une sous-expression de ce
miARN au sein des monocytes de patients porteurs d’'une LMMC ainsi qu’une sur-expression
de EGR2 (early growth response 2) dans les monocytes tumoraux versus monocytes
contrdles. Parallelement, nous avons mis en évidence une boucle de régulation entre miR-
142-3p et EGR2 (cf paragraphe « réle des microARN dans la différenciation macrophagique).
Nos résultats chez les patients LMMC indiquent ainsi une dérégulation de la boucle de

rétrocontrole entre EGR2 et miR-142-3p au cours de cette hémopathie (Lagrange et al. 2013).

L’équipe d’Eric Solary a quant a elle étudié le role de miR-150 au cours de la LMMC. Ainsi,
elle a mis en évidence une diminution importante de ce microARN au sein des cellules
leucémiques des patients atteints de LMMC, D’expression de miR-150 étant inversement
corrélée a la monocytose. Il n’existe pas de corrélation entre le pronostic et le niveau
d’expression de ce microARN. La monocytose est expliquée par un défaut de différenciation
des monocytes malins en macrophages sous 1’effet du CSF-1 (colony stimulating factor I).
Cela a été vérifié par une technique de nucléofection qui a permis d’inhiber miR-150 dans les
monocytes malins. Cela induit la différenciation monocyto-macrophagique sous 1’effet du

CSF-1 (données non publiées, abstract SFH 2012).
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g. Facteurs pronostiques

L’hétérogénéité de la LMMC ne se traduit pas seulement dans ses présentations clinique et
biologique mais également dans son pronostic. Néanmoins, celui-ci reste globalement
péjoratif avec une médiane de survie variant de 20 a 40 mois (Germing et al. 2004). Cette
différence tient surtout aux caractéristiques cytogénétiques et moléculaires lors du diagnostic.
Son évolution ultime est 1’acutisation en LAM (leucémie aigué my¢loblastique) (Germing et
al. 2004; Bacher et al. 2011).
Il existe plusieurs classifications pronostiques avec pour objectif la détermination de la survie
médiane du patient d’une part et le délai médian de transformation aigué blastique d’autre
part. Le score IPSS (international prognostic scoring system) développé par Peter Greenberg
et ses collegues en 1997 (Greenberg et al. 1997) est utilisé pour ’ensemble des syndromes
my¢lodysplasiques et n’est pas spécifique de la LMMC. Il fait intervenir trois variables :
- le nombre de cytopénies périphériques (taux d’hémoglobine inférieur a 10 g/dL, PNN
inférieurs a 1500/mm’ et numération plaquettaire inférieure a 100 000/mm?’),
- le pourcentage de blastes médullaires
- et le caryotype médullaire de faible/intermédiaire/haut risque que 1’on définit de la
fagon suivante :
o un caryotype de faible risque : normal, délétion Y, délétion 5q, délétion 20q
o un caryotype de haut risque: anomalies du chromosome 7, caryotypes
complexes (> 3 anomalies)
o un caryotype de risque intermédiaire regroupant les autres anomalies.
Ce score permet de classer les patients en quatre catégories :
- score IPSS a 0 : risque faible
- score IPSS 2 0,5 ou 1 : risque intermédiaire-1
- score IPPS a 1,5 ou 2 : risque intermédiaire-2

- score > 2,5 : risque élevé

L’utilisation de 1’Azacitidine est basée sur ce score et ’AMM (autorisation de mise sur le
marché) a été obtenue pour les SMD de risque intermédiaire-2 ou élevé (Fenaux et al. 2009).

Par ailleurs, selon le score IPPS, le délai médian vers ’acutisation est différent et concerne
31% des patients de faible risque a 9,4 ans, 39% des patients de risque intermédiaire-1 a 3,3
ans, 22% des patients de risque intermédiaire-2 a 1,1 an et 8% des patients de risque élevé a

0,2 an.
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Enfin, la médiane de survie varie d’un groupe a ’autre : 5,7 ans pour les patients de faible
risque, 3,5 ans pour les patients de risque intermédiaire-1, 1,2 an pour les patients de risque
intermédiaire-2 et 0,4 an pour les patients de risque élevé.

Le score IPPS-R développé par Peter Greenberg et ses associés en 2012 (Greenberg et al.
2012) prenant en compte cinq variables (caryotype médullaire, blastose médullaire, taux
d’hémoglobine, de PNN et la numération plaquettaire) n’est pas non plus spécifique de la
LMMC. Ainsi, il a été proposé plusieurs scores pronostiques spécifiques de la LMMC.

Le score pronostique du MD Anderson (MDAPS) est basé sur les taux d’hémoglobine, de
cellules myéloides immatures circulantes, de lymphocytes et le pourcentage de blastes
médullaires (Onida et al. 2002). Celui récemment publié par 1’équipe d’Esperanza Such (Such
et al. 2013) est le score CPSS (CMML-specific prognostic scoring system), établi au sein
d’une série de 558 patients. Les parameétres pronostiques les plus pertinents pour la survie
globale (SG) d’une part et le délai médian d’acutisation d’autre part sont les types de LMMC
selon les classifications FAB et de ’OMS, le caryotype médullaire et la dépendance
transfusionnelle en culots de globules rouges. Ce score classe ainsi les patients en quatre
groupes statistiquement différents en termes de SG (p<0,001) et d’acutisation (p<0,001). Le
score CPSS alternatif prend en compte le taux d’hémoglobine, remplagant ainsi la dépendance
transfusionnelle.

Enfin, 1’équipe d’Eric Solary a propos¢ en 2013 un score pronostique incluant les mutations
géniques retrouvées au cours de la LMMC (Itzykson et al. 2013a). Au sein d’une cohorte de
312 patients, en analyse univariée, les facteurs pronostiques pertinents préjugeant une SG
inférieure correspondent aux mutations des génes ASXLI (p<0,0001), SRSF2 (p=0,03), CBL
(p=0,003) et IDH2 (p=0,03). Les facteurs pronostiques indépendants retenus sont les
mutations de ASXLI, I’age supérieur ou égal a 65 ans, un taux de leucocytes supérieur a
15000/mm’, une thrombopénie inférieure & 100000/mm’, ainsi qu’une anémie (hémoglobine
inférieure a 10 g/dL chez la femme et 11 g/dL chez I’homme). Ce score permet de discriminer
trois groupes de patients dont la SG médiane n’est pas atteinte, ou atteinte aprés 38,5 mois ou

14,4 mois. Ce résultat a été validé au sein d’une cohorte indépendante de 165 patients.

h. Prise en charge thérapeutique

En P’absence de signes de my¢éloprolifération (splénomégalie, hyperleucocytose, myélémie),
I’indication de prise en charge thérapeutique de la LMMC ne différe pas de celle des SMD

ayant les mémes caractéristiques (a la monocytose pres), en terme de blastes médullaires et de

61



caryotype. Les agents hypométhylants (5-Azacitidine ou 5-AZA) ou la Décitabine, inhibiteurs
de DNA méthyltransférase, ont prouvé leur efficacité dans les formes avancées de LMMC
(LMMC 2) afin de retarder leur acutisation en LAM (Aribi et al. 2007; Wijermans et al. 2008;
Fenaux et al. 2009; Braun et al. 2011; Costa et al. 2011). La 5-AZA a donc une AMM dans
cette indication. Le mécanisme d’action des agents déméthylants reste toujours hypothétique
mais il est établi que ces agents pharmacologiques s’incorporent a I’ADN durant la phase S
du cycle cellulaire, se lient de fagon covalente aux ADN-méthyltransférases qui deviennent
alors des cibles pour le protéasome. Toutefois, seuls 50% des patients atteints de SMD ou
SMD/SMP ont un bénéfice clinique a I'utilisation de la 5-AZA (Griffiths and Gore 2008).
Plusieurs équipes de recherche ont montré que la présence de mutations de 7E72 (Itzykson et
al. 2011; Bejar et al. 2014; Traina et al. 2014) et DNMT3A4 (Traina et al. 2014), au cours de
SMD, SMD/SMP voire méme de LAM pauciblastiques, est associée a une meilleure réponse
aux agents hypométhylants mais sans amélioration sur la survie globale. Ainsi, I’équipe de
Maria E. Figueroa s’est interrogée sur I’existence d’autres facteurs pronostiques de la survie
et de la réponse thérapeutique au cours de la LMMC (Meldi et al. 2015). Chez 40 patients
atteints de LMMC nouvellement diagnostiquée traités par Décitabine, cette équipe n’a
retrouvé aucune mutation somatique ayant un impact sur la réponse thérapeutique. Elle a par
contre identifi¢ 167 régions de ’ADN dont le profil de méthylation est différent, permettant
de distinguer les patients répondeurs des patients non répondeurs a la Décitabine. Les geénes
activés chez les patients répondeurs sont ceux du cycle cellulaire, ce qui suggere une
meilleure « incorporation » de la molécule au niveau de I’ADN, donc une meilleure réponse
au traitement.

En présence de signes de my¢loprolifération, I’hydroxyurée reste le traitement de référence
méme si son efficacité est limitée (Wattel et al. 1996).

Le seul traitement curatif reste a ce jour la greffe allogénique de cellules souches
hématopoiétiques mais la LMMC étant avant tout une pathologie du sujet 4gé, le recours a

cette thérapeutique est rare.

VI. Objectifs

A. Etudier le réle de Tifly au cours de la myélopoiése des souris 7ifl yA/A

. ;. ’ cor . r . . . . A/A
La mise en évidence d’une myéloprolifération médullaire et sanguine des souris 7if/y~ " nous

a rapidement incité a caractériser cette population myéloide. Notre attention s’est rapidement
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tournée vers les cellules granulomonocytaires puisque les lignages érythroide et
mégacaryocytaire ne semblaient pas directement perturbés par la baisse d’expression de 7if7y.
L’aspect morphologique des cellules myéloides au frottis sanguin, trés atypique et a la fois
trés immature ainsi que les difficultés rapidement rencontrées pour discriminer les
populations granulocytaires et monocytaires au sein de cette prolifération myéloide nous ont
peu a peu mis sur la piste des cellules myéloides immunosuppressives. Cette idée a été
renforcée par la description de ces cellules au cours de nombreuses hémopathies malignes
dont les syndromes myélodysplasiques.

Ainsi, I’objectif a ét¢ de prouver qu’a ces caractéristiques morphologiques évoquant celles
des MDSC s’ajoutaient des caractéristiques phénotypiques, moléculaires et fonctionnelles. A
cette fin, nous avons étudié¢ par PCR quantitative 1’expression des génes exprimés par les
MDSC, en cytométrie de flux I’expression des marqueurs phénotypiques connus pour étre
exprimés par les MDSC d’apres les données de la littérature, a la fois dans le sang, la moelle
osseuse et la rate. Enfin, plusieurs expériences ont été réalisées afin d’explorer les capacités

fonctionnelles de ces cellules, mélant culture cellulaire et ELISA.

B. Etudier le r6le de Tifly au cours de la différenciation des monocytes

La diminution de la population macrophagique péritonéale des souris 7Tif/y™" ainsi que
I’altération de I’expression du Csf-1r a la fois a I’échelle moléculaire et protéique mises en
évidence il y a quelques années par I’équipe nous a fait émettre 1’hypothése que Tif1y soit un
régulateur de la différenciation monocyto-macrophagique. Notre autre objectif était donc

A/A

d’étudier les populations macrophagiques des souris 7if1y~" etla différenciation de cellules

my¢loides médullaires en macrophages sous 1’effet du CSF-1 in vitro.

L’ensemble des anomalies observées tout au long de la myélopoie¢se ont peu a peu fait de

Tifly un géne indispensable a une myélopoiese équilibrée.
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RESULTATS
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Résumé de P’article

Les souris porteuses d’une invalidation de 7if/y dans les cellules hématopoiétiques (souris
Tif1y™*) développent un syndrome myélodysplasique/myéloprolifératif mimant la leucémie
my¢lomonocytaire chronique humaine. Outre une prolifération myéloide sanguine, splénique
et médullaire, nous avions paralléelement constaté que la population macrophagique des souris
malades était diminuée au niveau péritonéal malgré une monocytose sanguine, possiblement
du fait d’une diminution de 1’expression de c-fms, récepteur au CSF-1 ou M-CSF. Ces deux

observations furent a I’origine de ce projet de recherche.

Nous nous sommes donc intéressés a la caractérisation morphologique, phénotypique,
moléculaire et fonctionnelle de ces cellules my¢loides d’une part ainsi qu’a la différenciation

myéloide dans les souris Tifly** d’

autre part.

Les frottis sanguins des souris 7Tifly** ont révélé une population myéloide
morphologiquement trés immature avec un noyau en forme d’anneau évoquant des
métamy¢locytes. Nous avons complété ces données par une analyse immunophénotypique
grace aux marqueurs phénotypiques myéloides CD11b et Ly6C afin de discriminer les
populations granulocytaire et monocytaire par une stratégie de tri. Chez la souris controle,

A2 porteuse d’une population

cette distinction était aisée, contrairement a la souris 7if1y
« intermédiaire » entre les granulocytes et les monocytes. Cette observation nous a permis
d’émettre I’hypothése d’une altération de la différenciation granulo-monocytaire chez la
souris TifIy"*. Nous ’avons confirmée en étudiant les marqueurs phénotypiques myéloides
CD11b, Ly6C et Ly6G dans le sang et la moelle osseuse des souris contrdles et Tif7y™". Nos
résultats suggérent que les cellules médullaires 7if7y™* CD11b'Ly6G""Ly6C"", en nombre
équivalent par rapport aux souris contrdles, ne se différencient pas en granulocytes matures
puisque cette population s’accumule dans la circulation sanguine. La morphologie et le
phénotype de cette prolifération myéloide nous a fait émettre [’hypothése de cellules
my¢loides immunosuppressives de type granulocytaire (MDSC : myeloid-derived suppressor
cells). Ces cellules dont I’origine fait encore débat n’existent que dans des conditions
pathologiques, notamment et surtout en contexte néoplasique. Elles sont caractérisées par une
fonction immunosuppressive variable.

Nous avons ainsi étudié les génes d’expression des MDSC tels que Stat3, SI00A48, S100A9,

IL-4Ra, iNOS et Arginase-1 dans le sang total ainsi que dans les cellules sanguines et
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spléniques triées sur les marqueurs phénotypiques Ly6G et Ly6C. L’expression de 1’ensemble
de ces genes exceptée celle de iINOS et Arginase 1 est significativement augmentée dans les
souris Tif1y™".

Nous n’avons pas mis en évidence a ce jour de fonction immunosuppressive dans cette
population spécifique. Les expériences d’ELISA nous ont par contre permis de détecter une
production accrue de TGEP par les cellules myéloides spléniques Tifly™* ainsi qu’une
augmentation significative de la protéine pro-inflammatoire MCP-1 dans le sérum des souris
TifIy™". Ainsi, ’ensemble de ces résultats suggére que I’inactivation de Tifly est responsable
de I’expansion d’une nouvelle population composée de cellules immatures dont le phénotype
évoque celui des PMN-MDSC.

Les autres cellules des lignages myéloides ne sont pas altérées dans les souris Tifly™*
suggérant une hématopoiese extramédullaire. Celle-ci semble étre de siége splénique puisque
nous avons montré la présence d’érythroblastes et de mégacaryocytes dystrophiques dans la

A/A A/A

rate des souris 7ifly~". La lignée lymphoide est au contraire altérée puisque les souris 7if1y

sont lymphopéniques. Des examens immunohistochimiques nous ont permis de montrer une

diminution des populations lymphocytaires B et T spléniques des souris 7Tif7y"~.

Enfin, nous avons étudi¢ la capacité de différenciation de cellules myéloides médullaires en
macrophages sous 1’effet du CSF-1 in vitro. Celle-ci est trés perturbée tant d’un point de vue
numérique que phénotypique et fonctionnel. En effet, les cellules adhérentes issues de cette
différenciation expriment peu le F4/80 et le CD115 (CSF-1R). L’expression des genes
impliqués dans ce processus de différenciation est profondément altérée. C’est le cas de Egr2,
MafB, Kif4 et dans une moindre mesure de Spil/Pu.l. Les fonctions macrophagiques telles
que les sécrétions de cytokines et de NO (mesurées respectivement par ELISA et réactif de
Griess), la migration (étudiée a I’aide de puits de type transwell) et la phagocytose (identifié¢e
via des particules fluorescentes d’E.Coli en cytométrie en flux) sont trés altérées. Enfin, il
existe in vivo une production diminuée de macrophages, mise en ¢évidence
immunohistochimie au niveau médullaire et splénique, au contraire augmentée au niveau

hépatique et cutané.

L’ensemble de ces résultats suggere que Tifly est cruciale pour le développement équilibré de

la myélopoiese incluant les différenciations granulomonocytaire et macrophagique.
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ABSTRACT

Transcription Intermediary Factor 1 y (Tifly) is a member of the tripartite motif family. We
showed previously by using a conditional Tifly knock out in the hematopoietic compartment
that Tifly deficiency in hematopoietic stem cells (HSCs) led to severe defects in
hematopoiesis, recapitulating predominantly the human chronic myelomonocytic leukemia.
We also demonstrated that Tifly is involved in hematopoietic aging through the TGFf
signaling. Nevertheless, how TIF1ly contributes to the terminal stages of myeloid
differentiation still remained to be clarified. Here, we reveal the crucial role for Tifly
expression in the control of mature granulo-monocytic differentiation. An important
component of Tifly-deficient mice constituted an alteration of myeloid differentiation, as
characterized by dysplastic features, abnormal granulocyte and monocyte maturation, and the
expansion of immature CD11b*Ly6G"#"Ly6C"" myeloid cells, which share common features
with polymorphonuclear-myeloid derived suppressor cells (PMN-MDSCs). This population
exhibits high levels of SIO0A8, SI00A9, and Stat3, suggesting their role in progression of the

AIA

disease. Moreover, In Tifly™" mice, we observed in association with the lack of Csf-1

receptor, the alteration of CSF-1-mediated macrophage differentiation. Altogether, these
results indicate that the deficiency in Tifly leads to the expansion of a subset of myeloid cells

characterizing the myelodysplastic/myeloproliferative neoplasm.

Keywords:

Tifly

Granulo-monocytopoiesis
PMN-MDSC-like

Macrophage differentiation
Myelodysplastic/myeloproliferative disease
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1. Introduction

Transcription Intermediary Factor 1y, TIFly (also known as tripartite motif protein
TRIM33 or ectodermin), is a member of the transcriptional intermediary factor 1 family [1,2].
A high number of tripartite motif (TRIM) proteins including Tifly are important regulators of
tumorigenesis [3]. The tumor suppressive function of Tifly has been revealed in pancreas
tumors, hepatocarcinoma, head and neck cancers, non-small cell lung cancers, renal cell
carcinoma, and glioblastoma [4-11] whereas its oncogenic activity was so far only identified
in colorectal cancer [12].

We have shown that loss of Tifly in mouse hematopoietic stem cells (HSCs) leads to
severe defects in hematopoiesis from the HSC compartment to myeloid lineages [13,14]. At
older age (>6 months), all Tifly-deficient mice exhibit an accumulation of mature
granulocytes and monocytes in peripheral blood, bone marrow, liver, and spleen [14]. This
phenotype recapitulates predominantly the human chronic myelomonocytic leukemia
(CMML) that is observed in patients older than 50 (mean age, 70-years old), and associates
proliferative and dysplastic features. TIF1y level was very low and almost undetectable in
leukemic cells of ~35% of CMML patients. 7/F1y decreased expression is not due to gene
mutation but to the gene promoter hypermethylation. TIFly is admitted to be a crucial
regulator of transcription during hematopoiesis [15-17] and a stimulator of transcriptional
elongation at promoters of genes involved in erythroid differentiation [18,19]. Tifly deletion
affects the transition from very primitive progenitors to common myeloid progenitors, and
contributes to a selective expansion of the granulo-monocytic progenitors [13].

TIF1y has been implicated in TGFf signaling through its binding to phosphorylated
Smad 2/3 [15,20] and Smad 4, the central component of TGFf signals, in order to promote its
ubiquitination [21-23]. The TIF1y ubiquitin ligase function necessitates binding to histones
[24] thus involving epigenetic regulation in the guidance of Smad localization at the promoter
of TGFp target genes. Moreover, Tifly, depending on its sumoylation status [25] controls the
TGFp-induced epithelial-to-mesenchymal transition in mammary epithelial cells [26], and
during terminal differentiation of mammary alveolar epithelial cells and lactation [27] via
inhibition of Smad 4 activity. We also recently reported that Tifly regulates the TGFp1
receptor turnover via its ubiquitin ligase activity, this control prevents aging of hematopoietic
stem cells (HSCs) [13]. Furthermore, TIF1y interacts with and ubiquitinates nuclear beta-

catenin [4].
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In this study, we sought to further expand our understanding of the Tifly control of
myeloid mature cell development. Here, we show that Tifly is closely involved in the
differentiation of granulocytes, monocytes, and macrophages. Tifly-deficiency that leads to a
mixed myeloproliferative/myelodysplastic neoplasm is largely characterized by the marked
expansion of granulocytic and monocytic cell types, reflecting various stages of
differentiation. Our study establishes that a crucial component of Tifly-deficient mice
represents deregulated granulo-monocytic and macrophage differentiation, as characterized

by alteration of myeloid cell maturation and subsequent accumulation of

CD11b'Ly6G""Ly6C"™ myeloid cells.

2. Materials and methods

2.1. Mice

Tif1y2/2 mice have been previously described [14]. Mice were housed in a pathogen-
free animal facility at the Bourgogne University (Dijon, France). Animal studies were
performed in accordance with the Bourgogne University Ethics Committee. Genotyping of

mice was performed as previously described [13].
2.2. Blood analysis

Automated counts (MS laboratories) were carried out on blood collected from the tail
into sample citrate-coated tubes (BD Vacutainer). Blood smears were stained with May-
Griinwald-Giemsa (MGG) solution.
2.3. Cell preparation

Following sacrifice of mice, organs were collected for further cell and histopathology
analyses. For the bone marrow (BM) cell preparations, femurs and tibias were removed

aseptically and cells were flushed. For splenocytes, spleens were dilacerated, red blood cells

were lysed and cells were washed in 1XPBS (Lonza).
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2.4. Purification of bone marrow myeloid cells and in vitro culture

BM myeloid cells were purified by negative selection using FITC-conjugated anti-
B220/CD3¢/Ter119/CD49b and anti-FITC magnetic beads (Miltenyi Biotec Inc.). Magnetic
cell sorting with the MACS system (Miltenyi Biotec Inc.) leads to a myeloid cell enrichment.
For in vitro differentiation of purified myeloid cells, cells were seeded in RPMI 10% FBS and
1% PSA at a concentration of 1.5x10° cells/well in 6-well tissue culture plates for 2 days, in
the presence of 20 ng/mL CSF-1 and 50 ng/mL IL-3 (PromoKine), and 48 h later cells were
incubated with 100 ng/mL CSF-1. Until day 7, CSF-1 was added each day at the same
concentration. Dendritic cells were also produced from purified myeloid cell cultures
supplemented with 10 ng/mL murine GM-CSF and IL-4 (PromoKine) at day 1, 3 and 5 of the
culture. Cell differentiation was analyzed by the inverted phase contrast microscope Primo
Vert (Carl Zeiss). Images were captured using an AxioCam MRc5 camera (Carl Zeiss), and

processed using AxioVision release 4.8 software (Carl Zeiss).

2.5. Flow cytometric analysis and cell sorting

To determine cell distribution in BM, femurs and tibias were cut at the mid-diaphysis
and the epiphysis removed. Then, BM cells were flushed out from the distal cut end and red
blood cells were lysed using a 5.5 mM NH4CI, 10 mM KHCOs3, 0.1 mM EDTA buffer. Then,
cells were stained with CD45-FITC, CD11b-PB, F4/80-PE, CD11¢-FITC, Ly6C-APC, Ly6G-
PC7, CD115-APC antibodies, purchased from BD Biosciences or BioLegend, in the dark for
40 min at 4°C. Stained cells were analyzed on a LSRII (BD) or sorted on a FACSAria (BD)
machine. Geometric mean fluorescence intensities were analyzed in FlowJO software (Tree

Star Inc.). After cytospins, cells were stained by the MGG method.

2.6. Histology and immunohistochemical staining

Sectioned femoral bone marrow, spleens and skin were fixed during 72 h in 10%
neutral buffered formalin, dehydrated in alcohol, cleared in xylene, and infiltrated with
paraffin on an automated processor (Leica tp1020). Tissue sections (4 um thick) were placed
on charged slides, deparaffinized in xylene, cleared through graded alcohol solutions,
rehydrated in water and stained with hematoxylin and eosin (H&E). Immunohistochemical

(IHC) staining was performed on paraffin-embedded tissue sections using primary antibodies
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directed against MPO (Dako), F4/80 (Serotec), B220 (BD) or CD3 (Abcam). Slides were

completely digitized using the Hamamatsu Nanozoomer Digital Pathology slide scanner.

2.7. Primers for RT-qPCR

The TagMan® assays were the following: MafB (MmO00627481 sl), Spi-1/PU.I
(Mm03048233 ml), Egr-2 (Mm00456650 ml), Kif4 (Mm00627481 sl), SI10048
(Mm00496696 m1), S10049  (MmO00656925 ml), Stat3 (MmO01219775 ml),
IL4Ra (MmO01275139), Arginase-1  (MmO00475988), IL-6 (Mm00446190), TNF-o
(Mm00443258), C/ebps (Mm00488140), C/ebpa (Mm00843434). Values for each PCR were
normalized with Hprtl (Mm03024075 m1). For the study of cfims, Mcpl, Mipla, Miplf, and
Mip2 expressions, real-time PCR was performed in a 7500 FAST thermocycler (Applied
Biosystems) using SyBr Green detection protocol as outlined by the manufacturer. Mouse
forward and reverse primers were: cfins, 5'-CATGGCCTTCCTTGCTTCTAAA-3' and 5'-
CAGCACGTTTCGAGCTGCTA-3"; Mcpl, 5°- GAGCATCCACGTGTTGGCT-3’ and 5°-
TGGTGAATGAGTAGCAGC-3’; Mipla, 5°- TCTTCTCAGCGCCATATGGA-3’ and 5°-
CGTGGAATCTTCCGGCTGTAG-3’; Miplp, 5’- TCTTGCTCGTGGCTGCC-3’ and 5’-
GGGAGGGTCAGAGCCCAT-3’; Mip2, 5- GCCCCCAGGACCCCA-3> and 5’-
CTTTTTGACCGCCCTTGAGA-3’. Hprtl was used as internal control.

2.8. RNA isolation and real-time quantitative PCR

Total RNA was isolated from peripheral blood, BM or sorted splenic cells, by using
TRIzol reagent (Invitrogen) or Nucleospin RNA II kit (MACHEREY-NAGEL), according to
the manufacturer's instructions. Complementary DNA was obtained from 150 ng of total
RNA using M-MLV Reverse Transcriptase (Promega). RQ-PCR was performed in triplicates
using TagMan probes (Applied Biosystems) and analyzed in an Applied Biosystems 7500
Real-Time PCR System.

2.9. MCP-1 plasmatic concentration

Blood was collected from the tail into sample citrate-coated tubes (BD Vacutainer)

and centrifuged at room temperature and 2,000g during 20 min in order to obtain the plasma.
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MCP-1 plasmatic concentration was measured using ELISA kits (Elisa Ready-SET-Go;
eBioscience) according to the manufacturer’s instructions. The signal was read at 450 nm on a

Biochrom Asys UVM340 microplate reader with the Digiread software (Biochrom).

2.10. Analysis of immunosuppressive activity

As positive control of immunosuppressive activity of spleen MDSCs on T
lymphocytes, we used thymoma-bearing mice obtained by subcutaneous injection of 1x10° of

A8 and EL4 mice, cells

EL4 cells [30]. To purify splenic myeloid cells from control, Tifly
were sorted by positive selection. Suspensions of splenocytes were obtained by spleen
dilaceration. Cells were incubated with magnetic micro-beads conjugated with anti-mouse Gr-
1-PE-Cy7 (BD), followed by positive magnetic selection with the AutoMacs (Miltenyi Biotec
Inc.) according to the manufacturer’s instructions. Splenic T lymphocytes from control mice
were incubated with magnetic micro-beads conjugated with anti-mouse Pan T Cell-Biotin
(Miltenyi Biotec Inc.), followed by negative magnetic selection with the AutoMacs (Miltenyi
Biotec Inc.). Enriched CD3+ T cells were stained with carboxyfluorescein succinimidyl ester
(CFSE) (Invitrogen) and grown in 96-well plates alone or in association with beads coated
with anti-mouse CD3/CD28 (to induce T cell activation and proliferation), or in association
with beads and splenic Gr-1+ cells from control, Tiflq(A/A or EL4 mice (Gr-1"/T cell ratio of
1:2, 1:5, 1:10 or 1:20), at 37°C with 5% CO, for 5 days. Then, cells were labeled with CD3-
FITC, CD25-PE, CD8-PE-Cy7 and CD4-APC antibodies. T lymphocyte subsets were
analyzed using a LSRII flow cytometer. The supernatants of control, Tifly** or EL4 Grl"
cells, cultured at 37°C with 5% CO, for 1 day were collected. The levels of TGFf and IL-10
were measured using ELISA kits (Elisa Ready-SET-Go; eBioscience) according to the
manufacturer’s instructions. The signal was read at 450 nm on a Biochrom Asys UVM340

microplate reader with the Digiread software (Biochrom).
2.11. Cytokine determination in cell cultures stimulated with LPS

Cell cultures were stimulated with 1 pg/mL LPS at day 5 of CSF-1-treatment. After
incubation for 48 h, supernatants were harvested and assayed by commercially available

enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) kits. ELISA (Elisa Ready-SET-Go;
eBioscience) measured the production of IL-1B, IL-6, IL-10, IL-12, MCP-1, and TNFa
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according to the manufacturer’s instructions. The signal was read at 450 nm on a Biochrom

Asys UVM340 microplate reader with the Digiread software (Biochrom).

2.12. Measurement of apoptosis

Apoptosis was measured by flow cytometer with Annexin-V-FITC, 7-AAD and
Caspase-3. Annexin-V and 7-AAD were diluted (1:100) with 1X binding buffer, incubated
during 15 min at room temperature before analysis with the LSRII flow cytometer. For
caspase-3, cells were permeabilized with Saponin, incubated during 10 min at room
temperature. Primary antibody was then added and a new incubation of 1 hour was necessary.
Finally, 100 mL of a I1xPBS /1xBSA/Saponin/l mL cyanin 5 mix were added, incubated

during 40 min at room temperature before analysis with the LSRII flow cytometer.

2.13. Migration assay

Cell migration was evaluated using 12-well Transwell plates (Millicell, Millipore) at
day 5 of culture. Adherent cells (0.4x10°) were added to the upper chamber of each well. The
lower chamber contained RPMI supplemented with 10% FBS and 1% PSA. Transwell plates
were incubated at 37°C for 24 h. The medium of the upper chamber was then removed and
plates were washed with 1xPBS prior to be fixed with 100% methanol for 10 min at -20°C.
Cells were stained with DAPI (4°,6-diamidino-2-phenyl-indole) at a 1:1000 dilution in 1xPBS
for staining of nuclei. The Transwell membranes were removed and placed cell-side up on
glass slides, with glycerol/1xPBS (9:1). Slides were viewed with a Leica DMRB compound

microscope (Leica Microsystems).

2.14. Determination of nitric oxide production

Cells were cultured in presence of CSF-1 at a density of 1.5x10° cells/well for 5 days.
At day 5, LPS (1 pg/mL) was added. Nitrite production was measured in the supernatant of
cultured macrophages using the Griess reaction. Briefly, equal volumes (100 uL) of treated
culture  supernatant and Griess reagent (1%  sulphanilamide, 0.1%  N-I-
napthylethylenediamine, and 5% orthophosphoric acid) were mixed and incubated at room

temperature for 5 min, and the absorbance was measured at 540 nm in a microplate reader
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(Biochrom). The concentration of nitrite in the sample was determined using a sodium nitrite

standard curve.
2.15. Phagocytosis assay

Cells were cultured in presence of CSE-1 at a density of 1.5x10° cells/well for 5 days.
At day 5, cells were incubated with fluorescein-labeled Escherichia coli bioparticles and
intracellular uptake was quantified with a LSRII flow cytometer by measuring fluorescence

emitted by engulfed particles.
2.16. Statistical analysis

Statistical significance was analyzed using the two-tailed Student t-test or analysis of
variance. Differences were considered significant when p-values were less than .05. In all

cases, * represents p less than .05; **, p less than .01; and ***, p less than .001.
3. Results

3.1. In Tifly2/2 mice, the expansion of an immature granulocytic population with a PMN-
MDSC phenotype is identified

Six to ten month-old Tifly2/2 mice were examined for manifestation of disease and
by measuring serial blood counts. Tifly2/4 mice revealed myelogenous hyperplasia in bone
marrow (not shown and [14]), with an increased circulating neutrophils and monocytes, and a
concomitant reduction of circulating lymphocytes (Fig. 1).

CDI11b is a broadly expressed integrin subunit that is found on neutrophils,
monocytes, macrophages and some dendritic cell subsets. Immunophenotype analyses using
the CD11bLy6C marker combination were performed to examine myeloid populations.
CD11b'Ly6C" cells were markedly expanded in Tifly2/2 mice both in peripheral blood and
bone marrow (Fig. 2A). This population expressed more the Ly6ClOW marker and displayed
lower granularity (SSC'*™). Mice exhibited an atypical myeloid population indistinguishable
from neutrophils or monocytes, resembling neutrophilic band cells. Even if some pleomorphic

nuclei were observed, in most cases, cells were ring-shaped, with morphology closed to
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metamyelocytes (Fig. 2B and Supplemental Fig. 1). To further characterize this myelogenous
population, we wused flow cytometry to precisely discriminate neutrophils
(SSCM€"CD45'CD11b Ly6G Ly6C™) from resident monocytes
(SSC™CD45°CD11b Ly6G Ly6C"") or inflammatory monocytes
(SSCVCD45'CD11b Ly6G Ly6C"e"), according to the former classification. We found that
in bone marrow the frequency of CD11b Ly6G""Ly6C " was lower for both control and
Tifly** mice (Fig. 2C). In contrast, the percentage of circulating CD11b'Ly6G"&"Ly6C""
myeloid cells was found higher in TiflyA/A mice (Fig. 2C). These results may suggest that in
control mice, the CD11b ' Ly6G™"Ly6C"" cells will give rise to circulating granulocytes
whereas a high number of abnormal CD11b"Ly6G™¢"Ly6C'*™ myeloid cells are still present in

the peripheral blood of Tifly~*

sick mice, because of their inability to differentiate into
normal granulocytes.

Mouse MDSCs (Myeloid derived suppressor cells) correspond to a heterogeneous cell
population, composed of CD11b'Gr1" cells. Two subsets have been described according to
the differential expression of Ly6C and Ly6G. Mononuclear monocytic MDSCs (M-MDSCs)
are  immunophenotypically  characterized as  CDI1b'Ly6G““Ly6C"™"  whereas
polymorphonuclear granulocytic (PMN) MDSCs are CD11b'Ly6G""Ly6C'*" [28-30]. These
populations do not exist in healthy normal mouse while in mice with tumors PMN-MDSCs
can represent a population of pathologically activated precursors of neutrophils which are
characterized by immunosuppressive activity [31,32]. We therefore carried out molecular

A5 mice has the

studies to evaluate whether the immature population observed in Tifly
phenotype of PMN-MDSCs (Fig. 3). We analyzed for the expression of the transcription
factor Stat3 (signal transducer and activator of transcription 3), a critical regulator of MDSC
functional activity that is overexpressed in both human and murine-derived MDSCs [33],
S100A8 and S100A9 known to promote the accumulation and retention of MDSCs [34] and
IL-4Ra shown to be upregulated on MDSC in a high number of murine tumors [35]. Some of

these MDSC markers were significantly increased in Tifly"*

mice, in total WBC or on
Ly6G™" sorted circulating cells (Fig. 3A) or in splenic cells (Supplemental Fig.2). In
addition, Tifly** mice exhibited a significant increase in plasma level of pro-inflammatory
factor MCP-1 (Fig. 3B), and we furthermore observed a higher level of TGFf, but not IL-10
in the supernatant of Tifly** Gr1" cells (Fig. 3C). All these parameters are present in PMN-
MDSC phenotype. M-MDSCs are established to be a very high immunosuppressive

population in comparison with PMN-MDSCs that conversely are usually represented as the

most common subset that accumulates during tumor progression [36]. Thus, we decided to
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perform a T cell suppression assay with Tifly** splenic Gr-1" cells. In our experimental

conditions, Tifly~"

cells were not suppressive (Supplemental Fig.3a and 3B). This lack of
immunosuppression could be due, at least partially, to the fact that arginase-1 was not
deregulated (data not shown). Altogether, these results indicate that a low expression of Tifly
provokes the production of immature granulocytic cells, which share common features with

PMN-MDSCs and do not seem to harbor myeloid immunosuppressive activity in vitro.

3.2. Tifly is critical in controlling granulo-monocytopoiesis

The hyperplasia of the myeloid lineage at various maturation stages was confirmed
with peripheral blood smear analysis (Fig. 4A). These mice had comparable erythrocyte and
platelet counts and no variation in hemoglobin concentration compared to control mice (Fig.
1). The anomalies of the peripheral blood were associated with myeloproliferative syndrome
[14]. Tifly-deficient mice exhibited an enlarged spleen [14] and extra-medullary
hematopoiesis, and the skin was also infiltrated with myeloid cells (Fig. 4B).
Immunohistochemistry and flow cytometry analyses revealed a progressive disorganization in
spleen architecture with a progressive loss of white pulp and an infiltration of granulocytic
cells (Fig. 4C). The decrease in the number of lymphocytes in peripheral blood of Tifly**
mice prompted us to investigate the cellular component of the spleen. As assessed by a
staining with anti-CD3 and anti-B220 antibodies, a decrease in T and B cells was observed in

spleen of Tifly**

mice (Fig. 5A). The presence of dysplastic megakaryocytes and
erythroblasts furthermore testified to the compensation of bone marrow failure (Fig. 5B). We
also examined finely the peripheral blood to determine the possibility of other morphological

A/A .
/A mice showed a marked

evidence of cell dysplasia. Peripheral blood smears from Tifly
elevation in nucleated erythrocytes or erythrocytes harboring Howell-Jolly bodies as well as
the presence of abnormal shaped erythrocytes (poikilocytes) and stomatocytes (Fig. 5C).
Other abnormalities in granulocytes, such as hyposegmentation of the nucleus called pseudo
Pelger-Huét anomaly or hypersegmentations were observed (Fig. 5C). Finally, a

myelofibrosis associated with an increase of intramedullary adipocytes was also observed in

the marrow (data not shown).

77



A
¥ mice

3.3. Macrophage production and activity are altered in Tif]

We previously reported that cfims expression was significantly decreased by the loss of
Tifly, which could account for the altered production of peritoneal macrophages observed in
Tifl1y** mice. These cells did not adhere to the plastic and were morphologically abnormal in
vitro [14]. To assess further macrophage maturation, we first examined tissue macrophage

content in control and Tifly**

mice by staining bone marrow, spleen, liver, and skin with the
marker F4/80 (Fig. 6). F4/80-positive cells were markedly reduced in bone marrow from
Tifly** mice. In Tifly®* spleens exhibiting histological disorganization, splenic
macrophage/histiocytic cells were also reduced. Contrary to splenic macrophages, the number
of resident hepatic F4/80+ Kupffer cells was increased. Finally, the number of macrophages

in skin was also higher in Tifly**

mice. Altogether, this analysis suggests the deregulation of
macrophage production in vivo. Tifly** cells expressed low level of the CD115 receptor
(cfms) for the CSF-1 (M-CSF) cytokine (Fig. 7A). To examine whether Tif lyA/A myeloid cells
displayed an altered differentiation into macrophages, after a negative depletion of B, T, NK,
and red cells from bone marrow cells, immature and mature myeloid cells were cultured in

AA cells showed extreme difficulties to differentiate

presence of the recombinant CSF-1. Tifly
into macrophages, with a delay observed in vitro (Fig. 7B). Although adherent cells were
present, these cells seemed dysmorphic in vitro (Fig. 7B). MGG staining showed that
adherent cells corresponded to two different populations, i.e. morphological macrophage-like
cells and immature myeloid cells (Fig.7C). Therefore, the observed dysmorphism (Fig.7B)
corresponds to the alteration of surface mechanical properties of the Tifly** cells. After 5

AA adherent cells were not expressing the F4/80 marker (Fig. 7D). Cells

days of culture, Tifly
were also analyzed for apoptosis and no difference was noticed between the two cell
populations (Fig. 7E).

A5 myeloid cells was

A similar absence of dendritic cell differenciation of Tifly
noticed when myeloid cells were treated with GM-CSF and IL-4 (Supplemental Fig.4A).
However, cells entered into apoptosis (Supplemental Fig. 4B).

To better define the TiflyA/A-induced alterations in CSF-1-dependent myeloid cell
differentiation in vitro, we quantified transcript levels of genes involved in the commitment of
monocytes into macrophages (Fig. 8A, Supplemental Fig.6). Levels of Egr2, MafB, Klf4,
C/ebpa, C/ebpp were decreased during CSF-1 treatment. Expression of Spil/Pu.l was less

affected while it was significantly reduced at day 0. Therefore, Tifly inactivation leads to
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overall deregulation of essential transcription factors implicated in macrophage
differentiation.

To examine the function of the resulting cells after CSF-1 treatment of Tifly"*
myeloid cells in vitro, cells were stimulated by lipopolysaccharides (LPS). The production of
MCP-1 (CCL2), IL-6, IL-1p, TNFa, and IL-10 was measured during 48 hours (Fig. §B).
Tifly**-produced cells secreted very low levels of IL-6, IL-10, and negligible amounts of
MCP-1, IL-1B, and TNFa. Expression of Mip!a, Miplp, and Mcpl was reduced while Mip?2
(Cxcl2) was highly increased (Fig. 8C). This latter observation is critical since Mip2 is known
to increase potential neutrophil recruitment, participating to myeloid cell infiltration.

Therefore, the generated Tifly**

cells displayed perturbation in cytokine secretion after LPS
stimulation in vitro.

The migratory capacity of adherent cells obtained after CSF-1 stimulation was
evaluated by the transwell migration assay (Fig. 9A). Tifly-deficient macrophages had
significantly lower migratory capacity than control cells. LPS is capable of activating
macrophages for NO production. To evaluate whether the NO production was affected in
Tifly** cells obtained from CSF-1-cultivated monocytes, we investigated NO production in
the cell culture supernatants upon treatment of cells with LPS. After 12 hours, levels of NO,

were significantly lower in Tifly~"

cell culture supernatants compared with that of control
cells (Fig. 9B). We also tested the effect of a lack of Tifly on phagocytic activity compared
with control macrophages. CSF-1-cultivated cells were incubated with fluorescein-labeled £
coli K-12 bioparticles (Fig. 9C). Tifly** cells engulfed fewer particles, indicating that they
had significantly reduced phagocytic activity compared with control macrophages.
Altogether, these results demonstrate a critical alteration of normal differentiation
from immature myeloid cells into macrophages in presence of CSF-1 in vitro. This abnormal

differentiation is associated with the lack of CSF-1 receptor and is reflected by the analysis of

macrophage subsets in vivo.
4. Discussion
In this study, we provided the essential role for Tifly expression in the control of

mature myeloid differentiation, and we identified the development of an immature

granulocytic population harboring common features with PMN-MDSCs at phenotypic and
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molecular levels in Tifly-deficient mice. We also observed an alteration of macrophage
differentiation due to the loss of Tifly expression.

Several studies have revealed a pivotal role for Tifly in regulating hematopoiesis [13-
19]. Regarding myelopoiesis, these findings were obtained from 7if7y knockout mice, which
exhibit a myeloproliferative phenotype characterized by a high number of granulocytes or
monocytes [14,17,19]. We identified cells morphologically similar to promyelocytes with
granulocytic and monocytic characteristics. These cells are CD11b Ly6G"€"Ly6C"" as PMN-
MDSCs. M-MDSCs are characterized by the CD11b"Ly6G""Ly6C"" phenotype [30]. M-
MDSCs are established to be a very immunosuppressive population in comparison with
PMN-MDSCs that conversely are usually represented as the most common subset that
accumulates during tumor progression [36]. Thus, we decided to carry out a T cell
suppression assay with Tifly*” splenic Grl1" cells. In our experimental conditions, the cells
harboring a high number of molecular characteristics of PMN-MDSCs were not suppressive
(data not shown). We confirmed the presence of this cell type in sick Tifly** mice. We did
not observe modifications of plasmatic growth factor levels such as CSF-1 in mice [14]. We
hypothesized that the development of cells with a PMN-MDSC phenotype could result from
the deregulation of transcription factor expression involved in myelopoiesis, and observed
that Egr2, Spi-1/Pu.1 or Cebp/a, C/ebpf; are markedly decreased in Tifly** bone marrow
myeloid cells.

Stat3 expression is higher in Tifly"* Ly6G sorted cells. Stat3 is known to regulate
arginase-1 activity in the control of the immunosuppressive function of MDSCs [37] and to
promote angiogenesis through an increase of the pro-angiogenic growth factor VEGF [38].

However, we did not detect arginase-1 in Tifly"

mice. Interestingly, we also identified an
increased gene expression of both S10048 and S10049 in Tifly** mice, either in circulating
blood or in splenic cells (not shown). It was reported that S70048 and S100A49 are negatively
regulated during differentiation of myeloid progenitors in macrophages and dendritic cells
[34]. Overexpression of S100A9 inhibits dendritic and macrophage differentiation from
myeloid progenitors whereas differentiation of myeloid progenitors in MDSCs is induced. In
addition, a high expression of SI00A9 obtained via an animal model recapitulates features of
human myelodysplastic syndromes [39]. Therefore the high level of SIO0A9 may participate
to the development of the myelodysplastic phenotype in Tifly** mice. The results obtained
from co-cultures of T cells along with purified Ly6G Tifly** splenic myeloid cells did not

establish the immunosuppression of T cells, resulting at least partially to the fact that
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arginase-1 was not deregulated. We do not rule out indirect capacities of these immature
granulocytic cells to harbor immunosuppressive functions since we observed the production
of TGFp, tumor abilities through SI00A8 and S100A9 overexpression, and pro-angiogenic
properties via increased concentrations of plasmatic MCP-1.

Tifly is an essential factor for myelopoiesis including the later stages of maturation.
The low expression of Csflr previously observed [14] and confirmed here, prompted us to
hypothesize that macrophage differentiation alterations could result from this deregulation.
Nevertheless, since we observed that GM-CSF failed to induce dendritic cell differentiation in
vitro even though gm-csfr was not affected by Tifly deficiency, we could postulate that this
differentiation failure was due to overexpression of various MDSC markers including
S100A9. Hence, a lower expression of Tifly may alter normal macrophage or dendritic cell
differentiation, not only because of a deregulation of specific transcription factors, but also as
a result of the subsequent induction of SI00A8 and S100A9, leading to the development and
expansion of an immature granulocytic population with a phenotype of PMN-MDSCs at the
expense of macrophage and dendritic cells.

Overall, the results of this work support the conclusion that Tifly is involved in late
stages of granulo-monocytopoiesis and macrophage differentiation. A low expression of Tifly
could participate in the development of abnormal immature granulocytic cells that could
interfere with the development of malignant diseases. Indeed, hypermethylation of 77F1y
gene promoter leading to gene expression down-regulation has been identified in 35% of
CMML patients [14]. The analogy between the Tifly** mouse model and human CMML
urges us to investigate immune response escape in disease emergence and progression, and to
determine the presence of specific MDSC markers and/or MDSCs in patients. In that case,
future therapeutic notions could be taken into account, namely the targeting of MDSCs to

promote antitumor immune responses.
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Fig. 1. Tifly deficiency induces abnormal neutrophil and monocyte proliferation. Tifly**

mice show an increased number of circulating neutrophils and monocytes, associated with
less lymphocytes. Total peripheral blood leukocytes (WBC), neutrophils (PNN),
lymphocytes, monocytes, hemoglobin level, and platelets were measured in 6-10 month-old
control (n=6) and Tifly** (n=10) mice that developed the disease. Data are presented as the
mean = SEM. *, p <0.05; **, p <0.01.
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Fig. 2. Tifly deficiency provokes abnormal differentiation of neutrophils and monocytes. (A)
CD11b+ Ly6C+ myeloid cells are expanded in Tifly** mice. Immunophenotype analyses
using CD11b Ly6C antibodies in control (n=5) and Tifly** (n=5) mice that developed the
disease. CD11b+ Ly6C+ cells were increased in Tifly** mice either in peripheral blood (PB)
or bone marrow (BM). A representative experiment is shown. (B) Tifly deficiency confers a
proliferative advantage to a population of immature granulocytes. Representative
immunophenotype analysis of peripheral blood using CD11b Ly6C and representative MGG

A/A

staining of peripheral blood smear from a control or Tifly™" mouse that developed the

disease are shown. (C) The frequency of circulating CD11b"Ly6G"€"Ly6C"" myeloid cells is

increased in Tifly"2

mice. Left panel, immunophenotype analyses using CD45, CDI11b,
Ly6C, and Ly6G antibodies in control (n=3) and Tifly"* (n=3) mice that developed the
disease. The frequency of CD11b Ly6GLy6C"" and CD11b"Ly6G"€"Ly6C"" BM cells is
indicated. Right panel, immunophenotype analyses using CD45, CD11b, Ly6C, and Ly6G
antibodies in control (n=9) and Tifly** (n=7) mice that developed the disease. The frequency
of CD11b ' Ly6G"“Ly6C"" and CD11b Ly6G"€"Ly6C"" PB cells is indicated. Data are

presented as the mean = SEM. ** p <0.01
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Figure 3
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Fig. 3. Tifly deficiency leads to an increase of MDSC genes. (A) RNA was extracted from
circulating cells (WBC) or Ly6Ghigh sorted circulating cells obtained from control mice
(WBC, n=9; Ly6G"#" cells, n=3) or Tifly"* mice (WBC, n=13; Ly6G"¢" cells, n=3), and
analyzed by quantitative real-time PCR. Expression level of S10048, S10049, Stat3, and
IL4R o was measured. Data are presented as the mean = SEM. *, p <0.05; **, p <0.01; *** p
<0.001. (B) Tifly deficiency leads to an increase of plasmatic MCP-1. Plasma concentration
of MCP-1 from control (Ctrl) (n=11) or TiflyA/A (n=10) mice was measured by ELISA. Data
are presented as the mean £ SEM. *** p < 0.001. (C) Splenic Tifly** Grl” cells promote
secretion of TGFb. Supernatants of splenic Grl" cells from control (n=3) or Tifly** (n=3)
mice that developed the disease were collected for detecting cytokine concentration (TGFf,

IL-10) using ELISA assay. Data are presented as the mean + SEM. *, p <0.05.
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Fig. 4. Tifly deficiency induces infiltration of myeloid cells in various tissues. (A) Myeloid
hyperplasia is observed. Representative MGG staining of peripheral blood smear from a

A/A

control or Tifly™" mouse that developed the disease. (B) Tifly deficiency leads to the

infiltration of MPO positive myeloid cells in skin. Hematoxylin-eosin staining of formalin-

A% mouse that developed the disease. IHC

fixed skin sections from control (Ctrl) or Tifly
staining was performed on paraffin-embedded tissue sections using anti-MPO. (C) Tifly
deficiency induces the infiltration and/or proliferation of MPO positive myeloid cells in
spleen. Hematoxylin-eosin staining of formalin-fixed spleen sections from control (Ctrl) or
Tifly** mouse that developed the disease. IHC staining was performed on paraffin-embedded

tissue sections using anti-MPO.
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Fig. 5. Tifly deficiency induces the decrease of T and B cells, an extramedullary
hematopoiesis in spleen, and myelodysplastic features. (A) Hematoxylin-eosin staining of

formalin-fixed spleen sections from control (Ctrl) or Tifly~*

mouse that developed the
disease. IHC staining was performed on paraffin-embedded tissue sections using anti-CD3 or
anti-B220. (B) The presence of megakaryocytes, dysplastic megakaryocytes, and
erythroblasts is noticed. Hematoxylin-eosin staining of formalin-fixed spleen sections from
Tifly** mouse that developed the disease. (C) Peripheral blood smear showing many

cytomorphological myelodysplastic features in a mouse that developed the disease.
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Figure 6

&y

Fig. 6. Tifly deficiency leads to an abnormal production of macrophages in vivo.
Hematoxylin-eosin staining of formalin-fixed spleen sections from control (Ctrl) or Tifl\(A/A
mouse that developed the disease. IHC staining was performed on paraffin-embedded tissue

sections (bone marrow (BM), spleen, liver, skin) using F4/80
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Figure 7
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Fig. 7. Tifly"* bone marrow myeloid cells displayed an altered differentiation of myeloid
cells into macrophages upon CSF-1 treatment in vitro. (A) There is a decrease in CSF-1
receptor in Tifly** bone marrow myeloid cells. Immunophenotype analyses of bone marrow

A/A

myeloid cells using CD115 antibody in control (Ctrl) and Tifly™" mice that developed the

disease. (B) The CSF-1-dependent macrophage differentiation is altered in Tifly** mice in

vitro. Bone marrow myeloid cells were treated during 6 days with CSF-1. Phase contrast

A2 cells from mouse that

microscopy analysis at day 2, 4, and 6 of control (Ctrl) or Tifly
developed the disease are shown. (C) Representative MGG staining of cells from control
(Ctrl) or Tifly** BM cells after 5 days upon CSF-1 treatment. Arrows indicate cells looking

A cells after CSF-1 treatment do not

like macrophages. (D) Left panel, the resulting Tifly
harbor CD115/F4/80 double immunostaining. Immunophenotype analyses of cells after 5
days of CSF-1 treatment using CD115 and F4/80 antibodies in control (Ctrl) or TiflyA/ A cells.
Right panel, the resulting Tifly"* cells after CSF-1 treatment exhibit less CDI115
immunostaining (n=3). Data are presented as the mean = SEM. *, p < 0.05. (E) Measurement
of caspase-3 and annexin V on myeloid cells treated with CSF-1. There was no difference

between control (Ctrl) and Tifly** cells (n=2) upon CSF-1 treatment in the percentage of

apoptotic cells. Data are presented as the mean + SEM
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Fig. 8. Tifly deficiency leads to the deregulation of essential transcription factors implicated

A/A

in macrophage differentiation, and a lack of functional activity for the Tifly™" cells produced

upon CSF-1 treatment. (A) Loss of Tifly induces a deregulation of genes associated with

A/A

macrophage differentiation. RNA was extracted from control or Tifly™" BM myeloid cells, in
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absence or upon CSF-1 treatment (from day 1 to 7), and analyzed by quantitative real-time
PCR. Expression level of Spi-1/PU.1, Egr-2, MafB, and Klf4 was measured (one out of two
independent experiments). Data are presented as the mean of triplicates + SEM. (B) Loss of

Tifly induces an alteration of the production of cytokines and chemokines in Tifly"-

A/A
/A cells were

generated cells. After 5 days upon CSF-1 treatment, control (Ctrl) and Tifly
stimulated by LPS. Production of MCP-1, IL-6, IL-1, TNFa, and IL-10, measured from the
supernatant of macrophages (control: Ctrl) or TiflyA/A-generated cells during 48 hrs, was
performed by ELISA (one out of three independent experiments). Data are presented as the
mean of triplicates + SEM. (C) Loss of Tifly induces an alteration of the production of
cytokines and chemokines in TiflyA/A-generated cells. After 5 days upon CSF-1 treatment,
control (Ctrl) and TiflyA/A cells were stimulated by LPS. RNA was extracted from
macrophages or Tifly”*-generated cells, and analyzed by quantitative real-time PCR.

Expression level of Mcpl, Mip2, Mipla, Miplp, IL-6, and TNF o was measured (one out of

three independent experiments). Data are presented as the mean of triplicates = SEM.
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Figure 9
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Fig. 9. Macrophage activity is affected by the loss of Tifly. (A) A low number of TiflyA/A-
CSF-1-dependent generated cells is able to migrate at day 5. Left panel, the number of
macrophages (Ctrl) or Tifly**-produced cells able to migrate through transwell filters is
indicated (n=3). Data are presented as the mean £ SEM. ** p < 0.01. Right panel, a
representing phase contrast microscopy analysis of macrophages (Ctrl) or Tifly"*-produced
migrating cells at day 5 of CSF-1 treatment is shown. After migration through transwell
filters, cells were fixed and stained for nuclei (DAPI). (B) TiflyA/A-CSF-l-dependent
generated cells do not produce NO. At day 5 of CSF-1 treatment, cells were treated with LPS
and NO production was measured in the culture media at different times (one out of three
independent experiments). Data are presented as the mean of triplicates + SEM. (C)
Phagocytosis function of Tifly**-CSF-1-dependent generated cells is reduced. Phagocytosis
of fluorescein-labeled E coli BioParticles by macrophages (Ctrl) or Tifly**-produced cells
was quantified by measuring intracellular fluorescence emitted by engulfed particles (n=3).

Data are presented as the mean = SEM. **, p <0.01.
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Supplemental figure 1

Supplemental Fig. 1. Tifly deficiency confers a proliferative advantage to a population of
immature granulocytes. Representative MGG staining of peripheral blood smear from a

control or Tif1y2/2 mouse that developed the disease are shown.
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Supplemental figure 2
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Supplemental Fig. 2. Tifly deficiency leads to an increase of MDSC genes in Grl" sorted
splenic cells. RNA was extracted from splenic cells obtained from control mice (Ctrl) (n=7)
or Tifly2/4 mice (n=7), and analyzed by quantitative real-time PCR. Expression level of
S100A48, S10049, Stat3, and IL4Ra was measured. Data are presented as the mean + SEM. *,
p <0.05.
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Supplemental Fig. 3. Gr1" Tifly2/2 cells do not exhibit suppressive activity against T cells.

(A) CFSE-labeled pan-T cells were cocultured at a 1:2, 1:5, 1:10, 1:20 ratio with Grl" spleen

cells from control mice (Ctrl), Tifly

A/A

mice or EL-4 mice (positive control). There is no

difference in T cell proliferation. (B) Analysis of T cell activation (CD25") does not show any

difference.
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Supplemental figure 4
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Supplemental Fig. 4. The GM-CSF-dependent dendritic cell differentiation is altered in
Tifly** mice in vitro. (A) Bone marrow myeloid cells were treated during 7 days with GM-

A/A

CSF and IL-4. Phase contrast microscopy analysis at day 4 of control (Ctrl) or Tifly™" cells

from mouse that developed the disease are shown. (B) Apoptosis was induced during in vitro

A cells. Measurement of annexin V/7-AAD on myeloid

dendritic cell differentiation of Tifly
cells (n=3) treated with GM-CSF. The number of apoptotic cells was higher during in vitro
Tifly** GM-CSF dendritic cell differentiation in comparison with control cells (Ctrl). Data

are presented as the mean + SEM. **, p <0.01.

98



Supplemental figure 5
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Supplemental Fig. 5. Loss of Tifly induces a deregulation of genes associated with

A BM myeloid cells, in

macrophage differentiation. RNA was extracted from control or Tifly
absence or upon CSF-1 treatment (from day 1 to 7), and analyzed by quantitative real-time
PCR. Expression level of Cebp/a, and C/ebpff was measured (one out of two independent

experiments). Data are presented as the mean of triplicates = SEM.
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I. De I’hématopoiése de stress splénique a la splénomégalie

Le réle de Tifly au cours de I’hématopoi¢se a été mis en évidence a plusieurs reprises,
notamment au cours de I’érythropoiese. Il était donc surprenant de ne pas retrouver d’anémie
chez les souris malades, porteuses d’une invalidation homozygote de
Tifly au niveau hématopoiétique. Nos résultats ainsi que ceux d’autres équipes, retrouvent
une probable hématopoicse extra-médullaire, de siege splénique, aboutissant au
développement d’une splénomégalie. Ce mécanisme compensatoire se traduit dans notre
modele par la présence d’érythroblastes au sein de la rate.

Celle-ci, siege de I’hématopoiese au cours de I’embryogenese, perd rapidement ce role au
profit du foie puis de la moelle osseuse qui représente le site actif du bon déroulement de ce
processus. Par la suite, le role de la rate évolue, devenant 1’organe de régulation de la
destruction des éléments figurés du sang, notamment les érythrocytes. La moelle osseuse
répond a différents stress tels que 1I’hypoxie par I’expansion des progéniteurs érythroides.
Lorsque cette réponse est insuffisante ou que 1’érythropoiése médullaire normale faillit, la rate
peut prendre le relai et développer une érythropoiese de stress afin de limiter I’anémie.
Plusieurs mécanismes ont été proposés pour 1’expliquer. L’un d’eux implique la diminution
de I’apoptose précoce des érythroblastes (Socolovsky 2007), un autre consiste en
I’augmentation des progéniteurs érythroides spléniques de stress appelés BFU-E, via
I’activation de la voie de signalisation BMP4 (bone morphogenic protein 4)/Smad5 (Perry et
al. 2007; Porayette and Paulson 2008; Perry et al. 2009). Les BFU-E de stress sont des
progéniteurs spléniques érythroides immatures capables de former des colonies lorsqu’ils sont
mis en culture dans un milieu composé de méthylcellulose durant cinq jours en présence
d’EPO (érythropoiétine). Leur niveau d’expression a 1’état basal est faible, en dehors de toute
situation de stress. Une érythropoiese de stress efficace est cruciale en situation d’hypoxie,
mais son activation inappropriée est associée a un risque accru de transformation leucémique
(Subramanian et al. 2008). L’équipe de Frangoise Porteu a mis en évidence le role de la voie
MAPK/ERK (mitogen-activated proten kinase/extracellular signal-regulated kinase) comme
régulateur négatif de I’érythropoiése splénique a 1’état basal, en montrant que I’inhibition
spécifique de ERK1 la développe en induisant la réponse BMP4 (Guihard et al. 2010).

Nous avions auparavant mis en évidence un signe indirect d’érythropoic¢se splénique dans
notre modéle en montrant que la population CD71 Ter119" splénique est plus importante que
dans les souris contrdles (Aucagne et al. 2011). Confirmer ’existence de cette érythropoiese

de stress splénique sous-entendue par la présence d’érythroblastes spléniques identifiés par
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des analyses en histologie et en cytométrie de flux, permettrait d’expliquer 1’absence
d’anémie chez les souris malades. Nous pourrions mettre en évidence des signes directs et
indirects d’érythropoiese de stress. Parmi les signes directs, les souris malades
développeraient in vitro un plus grand nombre de colonies érythroides suite a la mise en
culture d’érythrocytes spléniques en présence d’EPO. Parmi les signes indirects, les souris
malades présenteraient par exemple :

- un niveau d’expression de Smad5 phosphorylé plus élevé dans les érythrocytes

spléniques,

- une diminution du taux d’expression de ERK1 au niveau splénique.

Cependant, 1’absence d’anémie ne signifie pas que la différenciation érythroide soit normale.
Celle-ci est pathologique dans notre modéle puisqu’il existe un blocage de la différenciation
érythroide au niveau médullaire. En effet, les populations érythroides immatures
CD71 Ter119" de la moelle osseuse sont plus importantes chez les souris malades comparées
aux souris contrdles (Aucagne et al. 2011). De plus, notre équipe a récemment montré que les
progéniteurs érythroides médullaires (progéniteur éryhtromégacaryocytaire, basoE, proE,

A

chromaE, orthoE) diminuent chez la souris Tifly™* 4gée de quatre mois dans les mémes

proportions que les souris contrdles cinqg fois plus agées (Quere et al. 2014).

II. La perte d’expression de 7if1y induit un SMP/SMD proche de la LMMC

A. Quelle en est la physiopathologie ?

Comme abordé précédemment, la physiopathologie de la LMMC est liée a 1’existence d’une
dominance clonale. De nombreuses mutations géniques vont ainsi étre a 1’origine du caractére
prolifératif de la LMMC alors que d’autres mutations interviendront dans son caractcre
dysplasique.

Dans notre modele, nous n’avons pas mis en évidence de déficits d’expression des génes
intervenant au cours de la physiopathologie de la LMMC humaine. Il semblerait donc que la
délétion de Tifly soit a elle seule a I'origine de cette dominance clonale. Cela est sous-
entendu par les évolutions moléculaire et phénotypique de notre modele. En effet, nous avons
montré que 1’expression de 7if7y diminue au fur et & mesure du temps (Quere et al. 2014).

Méme si le vieillissement physiologique des souris peut I’expliquer, une sélection clonale est
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également trés probable. Cela expliquerait I’expansion des GMP chez la souris Tifly™" : la

diminution d’expression du geéne est susceptible de biaiser la différenciation du progéniteur
my¢loide commun vers les cellules granulocytaires et monocytaires, entrainant une
prolifération granulomonocytaire. Néanmoins, 1’augmentation du nombre de monocytes
pourrait également s’expliquer par [’existence d’un blocage de leur différenciation en
macrophages, d’ou le déficit de ces derniers. A ma connaissance, 1I’expression de 7/F/y n’a

jamais été étudiée au cours du vieillissement humain.

B. Quel type de population monocytaire se développe ?

Si la population monocytaire a été caractérisée au cours de la LMMC humaine comme étant
la population dite classique CD14'CD16, cela est moins aisé chez la Souris. En effet, la
population murine « équivalente » exprime le CD115 et le Ly6C. Or, nous avons montré que
I’expression du CD115 est trés diminuée et celle du Ly6C est également présente a la surface
des MDSC. Ainsi, nous ne sommes pas parvenus a préciser le phénotype des monocytes des

souris Tif1y™*.

1. La perte de Tifly est responsable d’une prolifération de cellules myéloides

évoquant les MDSC de type granulocytaire.

a. Histoire des MDSC

Les MDSC représentent une population myéloide hétérogene dont 1’origine reste
controversée. Ces cellules pourraient en effet étre issues soit de la différenciation de cellules
my¢loides immatures (iIMC, immature myeloid cells) soit au contraire provenir de cellules
granulocytaires matures (Rodriguez et al. 2009; Peranzoni et al. 2010) (Figure 16). Dans les
conditions physiologiques, elles représentent une trés faible proportion des cellules
médullaires, sanguines et spléniques (Youn et al. 2008) et leur nombre augmente au cours du
vieillissement a la fois chez la Souris (Enioutina et al. 2011) et chez I’Homme (Verschoor et
al. 2013), pouvant expliquer le phénomene d’ « immunosénescence » a I’origine de la plus
grande susceptibilité aux cancers dans la population vieillissante. En conditions
pathologiques, notamment au cours du cancer, ces cellules s’accumulent.

Les capacités des cellules néoplasiques a se propager ne sont pas seulement consécutives a

I’inhibition de leur apoptose ou a leur passage systémique signant le développement de
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métastases. Elles sont aussi le fruit de leurs possibilités d’échappement au systéme
immunitaire. L’expansion des cellules MDSC, population cellulaire d’origine my¢loide,
décrite dés le milieu des années 1960, représente un des mécanismes d’échappement de la
cellule tumorale au systtme immunitaire. En effet, elles sont capables d’inhiber 1’activité des

lymphocytes T cytotoxiques chez des souris porteuses de tumeurs.
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Figure 16 : Modeles hypothétiques de ’origine cellulaire des MDSC. A gauche, les MDSC
sont issues d’un progéniteur immature. A droite, elles proviennent de la différenciation d’un
granulocyte mature (adapté de Brandau S. ef al., Seminars in Cancer Biology, 2013).

b. Nomenclature des MDSC

Ces cellules, initialement appelées « cellules suppressives naturelles » ont été mises en
évidence chez des souris porteuses de tumeurs développant une réaction « leucémoide »,
c’est-a-dire composées de cellules myé¢loides (Lappat and Cawein 1964). La prolifération de
ces cellules s’associait a une lymphopénie (Lee and Rosse 1982) et a une perte de fonction
des lymphocytes T associée a la production de CSF (colony-stimulating factor) (Tsuchiya et
al. 1988). L’absence d’expression des marqueurs phénotypiques lymphocytaires B, T, NK
(natural killer) et macrophagique leur a valu le synonyme de « cellules non valides » (« null
cells ») (Oseroff et al. 1984). Par la suite, plusieurs noms ont ét¢ donnés a ces cellules :
cellules myéloides immatures, cellules myéloides suppressives (Bronte et al. 2001) ou cellules

myéloides Grl™ (Gabrilovich et al. 2001). En 2007, cette controverse sur la nomenclature de
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ces cellules s’est achevée grace a I’obtention d’un consensus. Le terme « MDSC » (myeloid-
derived suppressor cells), cellule myéloide suppressive, a été choisi pour caractériser ce type
de cellule (Gabrilovich et al. 2007). Depuis lors, le concept de MDSC implique également le
développement d’une myélopoi¢se anormale au cours des processus cancéreux. Néanmoins,

cette terminologie ne refléte pas le caractére immature de ces cellules myéloides.

c. Phénotype des MDSC

- Chez la Souris

Morphologiquement, ces cellules d’origine myéloide ressemblent a des promyélocytes,
témoignant de la précocité de leur différenciation, mais revétent chez la Souris des
caractéristiques a la fois granulocytaires et monocytaires (Peranzoni et al. 2010).

D’un point de vue immuno-phénotypique, ces cellules sont caractérisées chez la Souris et
chez ’Homme par I’expression invariable du CD11b. Leur phénotype a longtemps été source
d’incertitude et cela perdure, mais la co-expression de Grl (Ly6G/C) et CD11b a été proposée
a la fin des années 1990 (Bronte et al. 1998). Depuis, leur caractérisation phénotypique s’est
faite plus précise chez la Souris, contrairement a I’Homme. Ainsi, deux types de populations
murines MDSC ont été¢ décrites selon le niveau d’expression de Ly6C et Ly6G (Youn et al.
2008). Sont distinguées de cette mani¢re les MDSC de type granulocytaire, appelées PMN-
MDSC (polymorphonuclear-MDSC), de phénotype CD11b Ly6G™€"Ly6C*™ et les MDSC
monocytaires, Mo-MDSC, de phénotype CD11b"Ly6G“Ly6C". La population MDSC
granulocytaire est prédominante chez les souris porteuses de tumeurs, comparée a la
population monocytaire (Youn et al. 2008). Nos travaux identifient une population

granulocytaire immature immunophénotypiquement équivalente aux PMN-MDSC.

D’autres marqueurs ont ét¢ décrits a la surface des MDSC. Ainsi, le CD31 a été mis en
évidence par I’équipe de Vincenzo Bronte a la surface de cellules CD11b"Grl", capables
d’immunosuppression sur les lymphocytes T CD8" (Bronte et al. 2000). Le F4/80 et le CMHII
qui sont tous deux utilisés pour caractériser les macrophages associés aux tumeurs (TAM :
tumor-associated macrophages), ont également été¢ détaillés. Si ces derniers sont parfois
confondus avec les MDSC, ils sont néanmoins définis morphologiquement par un aspect
mature, bien différencié, contrairement aux MDSC (Movahedi et al. 2010). La confusion

entre ces deux types cellulaires peut par ailleurs provenir de leurs marqueurs phénotypiques
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puisqu’ils possédent en commun I’expression du récepteur o a I’'IL-4 (CD124 ou IL-4Ra)
ainsi que le récepteur au CSF-1 (ou CD115 ou M-CSFR) (Gabrilovich and Nagaraj 2009).
Néanmoins, contrairement aux TAM, les Mo-MDSC expriment plus faiblement le F4/80 mais
plus fortement Grl (Gabrilovich and Nagaraj 2009). Une étude a par ailleurs proposé le
CD49d comme marqueur phénotypique des Mo-MDSC (Haile et al. 2010). Le marqueur
CD80 (Mencacci et al. 2002) a également été décrit a la surface des MDSC, témoignant de
leur capacité immuno-suppressive. Enfin, 1’expression intracellulaire de iNOS semble
également distinguer les Mo-MDSC des PMN-MDSC. Les cellules iNOS" (inducible nitric
oxyde synthase) n’expriment pas les marqueurs granulocytaires CXCR2 et Ly6G, retrouvés a
I’inverse sur les cellules iNOS (Virtuoso et al. 2012). L’expression de iNOS est par
conséquent caractéristique des MDSC monocytaires. Toutefois, I’expression intracellulaire de
iNOS a été décrite dans des cellules porteuses d’un noyau en forme d’anneau, caractéristique
des granulocytes immatures (Virtuoso et al. 2012). L’expression de iNOS dans les cellules
sanguines et spléniques des souris malades Tif1y"* n’est pas différente de celle des souris
contrdles, argument supplémentaire du caractére granulocytaire des cellules myéloides

présentes chez ces souris.

- Chez ’Homme

Chez ’Homme, 1’expression phénotypique des MDSC est plus incertaine. A la fin des années
1990, les MDSC humaines ont été mises en évidence chez des patients présentant un cancer
ORL sur la base de I’expression du marqueur CD34 et de leur capacité de lymphosuppression
T (Pak et al. 1995). Dans cette étude, les cellules tumorales sécrétent du GM-CSF, sont
porteuses du marqueur CD34 et sont capables d’inhiber la fonction lymphocytaire T étudiée
via la sécrétion d’IL-2. Les autres caractéristiques phénotypiques des MDSC humaines sont
I’absence d’expression de CD3, CD19, CD56, CD13 (Lin ), de la molécule HLA-DR (human
leukocyte antigen D-related), la faible expression du CMH de classe II et la présence des
marqueurs myéloides CD33 et CD11b (Almand et al. 2001). Plus récemment, I’étude plus
rigoureuse du phénotype des MDSC humaines a permis de discriminer les PMN-MDSC
exprimant CD15 des Mo-MDSC exprimant CD14, a partir de cellules tumorales respectives
rénales (Rodriguez et al. 2009) et mélanomateuses (Poschke et al. 2010). D’autres marqueurs
sont actuellement a 1’étude afin de compléter la caractérisation phénotypique des MDSC
humaines. Ainsi, les PMN-MDSC seraient également définies par la détection de CD66b, la
faible expression de CD62L et de CD16 (Dumitru et al. 2012) et par I’expression du récepteur
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1 au VEGF (vascular endothelial growth factor) (VEGFR1) (Rodriguez et al. 2009). Les Mo-
MDSC exprimeraient quant a elles S100A9 (Zhao et al. 2012). A ce jour, a notre
connaissance, il n’a pas été rapporté I’éventuelle présence de populations de type MDSC chez
les patients atteints d’'une LMMC. Ceux-ci ne développant pas plus de cancers que la
population générale, nous pourrions nous questionner sur [’existence réelle de cette
population cellulaire au cours de cette hémopathie maligne. Cependant, rappelons que la
médiane de survie d'une LMMC ¢étant relativement courte, les patients décedent
vraisemblablement de leur LMMC avant de développer d’autres cancers. Il est en outre tres
probable que le caractére myéloprolifératif de la LMMC soit associé a une expansion plus
importante des MDSC par rapport a celles dont les caractéristiques dysplasiques sont au
premier plan. La difficulté réside dans leur caractérisation phénotypique, donc dans le choix
des marqueurs. Il serait néanmoins intéressant de débuter cette étude par celle de 1’expression
sanguine du CD11b, CD14 et CD15 chez les patients. Si I’analyse est satisfaisante et permet
de distinguer deux types cellulaires comme dans le modele murin, nous pourrions ¢largir cette
caractérisation phénotypique par 1’étude des marqueurs cités précédemment et voir si nous
confirmons les résultats de la littérature. Par ailleurs, il serait intéressant d’étudier la réalité
clinique des MDSC chez les patients LMMC et plus spécifiquement chez ceux porteurs d’une
diminution d’expression de 7/FIy par rapport a ceux dont ’expression est normale. Si
I’expansion des MDSC est liée a I’inexpression ou a la diminution d’expression de ce géne,
I’examen de 1’expression de 77F1y deviendra incontournable lors de la prise en charge de

cette hémopathie maligne.

d. Biologie des MDSC

Le facteur de transcription STAT3 a un rdle important dans la biologie des MDSC (Ostrand-
Rosenberg and Sinha 2009). Il intervient dans la prolifération, la différenciation et 1’apoptose
des cellules tumorales et il est également impliqué dans ’activation des MDSC. En effet,
STATS3 est activé dans ces cellules par différents facteurs de croissance tels que I’'IL-6, le SCF
(stem cell factor), les prostaglandines, le GM-CSF ou encore le CSF-1 et le VEGF (Ugel et al.
2009). L’ensemble de ces facteurs déclenche dans ces cellules des voies de signalisation
faisant intervenir la protéine kinase JAK convergeant vers I’activation du facteur
transcriptionnel STATS3.

IRF8 (Interferon regulatory factor 8) est aussi impliqué dans la biologie des MDSC. En effet,

I’invalidation de ce géne est responsable chez la Souris de 1’expansion de cellules myéloides
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correspondant a des MDSC essentiellement granulocytaires, envahissant la rate, a 1’origine
d’une splénomégalie, et capables de supprimer la prolifération lymphocytaire T, faisant d’Irf8
un régulateur négatif des MSDC. Injectées avec des cellules tumorales AT-3 issues de
carcinomes mammaires murins, elles sont responsables d’une croissance tumorale plus rapide
que lorsque les cellules AT-3 sont injectées de facon isolée (Waight et al. 2013). Dans le
cadre de nos travaux, il serait intéressant de réaliser la co-injection de cellules EL4 (cellules
responsables de I’expansion de MDSC avec développement de thymome) (Youn et al. 2008)
et Grl” spléniques TifIy"* a des souris receveuses et voir si la croissance tumorale est accrue
par rapport a celle des souris injectées avec les cellules EL4 seules. Nous avons récemment
injecté par voie sous-cutanée des cellules EL4 & deux souris contrdles et deux souris Tifly™".
Les tumeurs développées par ces dernicres étaient plus volumineuses que chez les souris
controles. Nos résultats tendent a suggérer que Tifly soit un régulateur négatif du
développement d’une population partageant les caractéristiques des PMN-MDSC et

potentiellement immunosuppressive.

2. Développement des MDSC

Si le phénotype des MDSC humaines reste partiellement incertain et fait encore débat, leur
grande hétérogénéité est communément admise. Elles ne se développent pas seulement au
cours des processus néoplasiques puisque ces cellules sont également identifiées dans d’autres
contextes, notamment auto-immuns, infectieux (Marshall et al. 2001; Goni et al. 2002) ou
encore traumatiques (Gabrilovich and Nagaraj 2009; Ostrand-Rosenberg and Sinha 2009).
Nous n’aborderons néanmoins par la suite que le contexte néoplasique. L’expansion de ces
cellules myéloides immatures provient de la sécrétion de facteurs de croissance solubles par
les cellules tumorales. De nombreux facteurs sont potentiellement responsables de cet effet,
parmi lesquels le GM-CSF (Bronte et al. 1999), le G-CSF (Waight et al. 2011), le CSF-1
(Kusmartsev et al. 2003), ’'IL-1f via I’IL-6 (Bunt et al. 2007), le VEGF (Gabrilovich et al.
1998; Melani et al. 2003), le SCF (Pan et al. 2008) et le FLT3L (Solheim et al. 2007). Tous
stimulent la prolifération myéloide et par voie de conséquence celle des MDSC qui
s’accumulent dans le sang et les organes lymphoides secondaires dont la rate. Ces cellules
vont permettre aux cellules cancéreuses d’échapper a la réaction immune anti-tumorale. Ce
mécanisme a été décrit dans de nombreux cancers dont les cancers ORL ou une sécrétion de
GM-CSF est présente de méme que des cellules CD34" immunosuppressives (Pak et al.

1995). 11 en est de méme au cours du lymphome de Hodgkin (LH), hémopathie lymphoide
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maligne caractérisée par la prolifération de la cellule de Reed-Sternberg issue du lignage B.
L’équipe de Francesco Di Raimondo a montré I’existence de MDSC chez ces patients et a
¢tabli une corrélation entre le taux circulant de celles exprimant le marqueur CD34 au
diagnostic et le pronostic défavorable des patients en terme de survie sans progression. Un
nombre de MDSC CD34" dépassant 0,0045x10°/L a ainsi la méme valeur pronostique que la
persistance d’un hypermétabolisme observé en tomographie par émission de positons (TEP-
scanner) apreés deux cycles de chimiothérapie (Romano et al. 2015). L’avantage de la valeur
pronostique des MDSC réside dans sa disponibilit¢ des le diagnostic et pourrait permettre
d’adapter le traitement des la premiére cure. Des MDSC se développent également au cours
du myélome multiple (Gorgun et al. 2013) et sont responsables a la fois de la destruction
osseuse en étant les précurseurs des ostéoclastes (Zhuang et al. 2012; Sawant and
Ponnazhagan 2013) et du risque infectieux (Ramachandran et al. 2013) en inhibant les
fonctions lymphocytaires T. Enfin, I’expansion des MDSC a en sus été décrite au cours de la
leucémie myéloide chronique (LMC) (Christiansson et al. 2013; Giallongo et al. 2015). Cette
hémopathie maligne de la cellule souche hématopoiétique est caractérisée par 1’acquisition
d’une translocation équilibrée entre les chromosomes 9 et 22, aboutissant a un transcrit de
fusion BCR/ABL et a la dérégulation de ’activité tyrosine kinase de la protéine de fusion
résultante ainsi responsable de la leucémogenése. Les patients porteurs d’une LMC dont le
score de Sokal est élevé (défini selon des paramétres biologiques : taux d’éosinophiles, de
basophiles, de plaquettes, de blastes et des parametres cliniques : age, taille de la rate)
présentent une expansion de MDSC de type granulocytaire, a contrario absente chez les
patients dont le score de Sokal est bas (Christiansson et al. 2013). L’équipe de recherche de
Piera La Cava a montré que cette expansion de MDSC décroit aprés traitement avec un

inhibiteur de tyrosine kinase tel que I’imatinib mésylate (Giallongo et al. 2015).

A Tinstar de I’hétérogénéité des cancers (Fidler 1978), il existe une variabilité dans le
développement de ces cellules myéloides qui pourrait tre liée a une sécrétion de chimiokines
et de cytokines différentes d’une néoplasie a I’autre (Talmadge and Gabrilovich 2013).
L’équipe de Frangois Ghiringhelli a par ailleurs décrit une autre voie pour 1’activation des
MDSC au cours des cancers : celle des exosomes. Les exosomes sont des complexes
protéiques sécrétés par les cellules tumorales. Cette équipe a démontré I’existence d’une
interaction entre la protéine de choc thermique Hsp72 aussi appelée Hsp70 (Heat shock
protein) et le récepteur TLR2 a la surface des MDSC. Cette liaison déclenche la sécrétion

d’IL-6 via MyD8S, responsable de 1’activation de STAT3. Il existe donc une boucle autocrine
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dépendante de STAT3 et de I'[L-6 sur laquelle reposent les effets immunosuppresseurs des
MDSC (Chalmin et al. 2010). Dans notre modéle, I’expression de Stat3 est supérieure
dans les cellules Ly6G"*"Ly6C"" sanguines chez les souris 7Zifly"*. L’absence de
fonction immunosuppressive in vitro de ces cellules TifIy"* pourrait en partie
s’expliquer par des anomalies dans Dactivation de la protéine Stat3, via sa

phosphorylation que nous n’avons pas étudice.

Par ailleurs, de nombreux modeles murins (Donkor et al. 2009; Younos et al. 2012) ont
prouvé I’existence d’un lien entre la masse tumorale et le nombre de MDSC, étayé par
diverses études cliniques (Porembka et al. 2012; Wang et al. 2013). Afin de corroborer ces
données, des expériences de résection tumorale ont démontré que la réduction de la masse
tumorale se traduisait par une baisse de nombre de MDSC circulantes d’une part et une
augmentation de la population lymphocytaire T d’autre part (Salvadori et al. 2000; Rashid et
al. 2013). Dans notre modele, et il en serait probablement de méme chez ’Homme, il est
difficile d’établir ce lien puisque les MDSC correspondent en quelque sorte a la masse
tumorale elle-méme. Néanmoins, a I’aune de ces travaux, il serait intéressant d’étudier
I’évolution de la population cellulaire myéloide suppressive des patients atteints de

LMMC aprés qu’une thérapeutique avec un agent hypométhylant eut été initiée.

3. Régulation des MDSC

Les MDSC sont contrdlées a plusieurs niveaux :

a.  auniveau de leur synthése

Comme indiqué précédemment, le nombre de MDSC dépend des facteurs sécrétés par la
tumeur, agissant sur la survie et I’expansion des progéniteurs my¢loides. Plusieurs auteurs ont
ainsi rapport¢ que le G-CSF facilite la croissance tumorale en mobilisant les MDSC
(Kowanetz et al. 2010; Waight et al. 2011). Il serait intéressant d’injecter du G-CSF en
sous-cutané aux jeunes souris 7Tifly"* afin d’évaluer si elles développent plus
rapidement des MDSC. Nous n’avons pas retrouvé de différences significatives en mesurant
le taux plasmatique des facteurs de croissance intervenant dans la myélopoiese (CSF-1, G-
CSF) (Aucagne et al. 2011). Nous pouvons en conclure que I’expansion des MDSC n’est

pas liée a une dérégulation des facteurs de croissance myéloide mais est probablement
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secondaire a une dérégulation des facteurs de transcription impliqués dans la
myélopoiése. A ce titre, nous avons montré que I’expression des génes Cebp/a, C/ebpf3, Egr2
et Spi-1/Pu.1 est significativement diminuée dans les cellules médullaires myéloides Tifly™".

Néanmoins, la communauté scientifique continue de s’interroger sur ’existence d’un lien
entre le type de facteur de croissance sécrété et le type histologique tumoral, de méme que sur
le mécanisme de régulation de la prolifération des MDSC par le facteur de croissance produit

par la cellule tumorale.
b. auniveau de leur signalisation

Plusieurs voies de signalisation ont été décrites comme intervenant au cours de la

prolifération des MDSC chez I’Homme et chez la Souris.
- la voie RAS/MAP kinase

C’est le cas de la voie RAS/MAP kinase (Rat sarcoma/Mitogen-activated protein kinase).
Environ 20% des mutations décrites au cours des cancers concernent RAS (Bos et al. 1987).
Ses mutations facilitent la prolifération tumorale a travers plusieurs mécanismes dont le
recrutement de macrophages et de MDSC dans le microenvironnement tumoral via
I’induction de cytokines telles que MCP-1 (monocyte chemotactic protein) et MIP-2

(macrophage inflammatory protein-2) (Clark et al. 2007).
- La voie PI3K/AKT

La voie PI3K/AKT (Phosphatydil inositol 3 kinase/protein kinase B) est également impliquée
dans la régulation des MDSC murines. En effet, cette voie de signalisation controle
I’expression de facteurs de transcription impliqués dans la prolifération et la survie des
MDSC. SHIP (SH2 domain containing-5-inositol phosphatase) et PTEN (phosphatase and
tensin homolog) sont des régulateurs négatifs de cette voie. Les souris Ship” accumulent des
monocytes, macrophages et MDSC du fait d’une prolifération accrue des progéniteurs

my¢loides (Helgason et al. 1998).
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- La famille STAT

En sus, plusieurs membres de la famille STAT interviennent dans la signalisation des MDSC.
STATS3, énoncé précédemment, agit en tant que modulateur de I’activité de I’arginase-1 pour
le contréle du réle immunosuppresseur des MDSC (Vasquez-Dunddel et al. 2013) et
promoteur de I’angiogenése via I’augmentation du facteur de croissance proangiogénique
VEGF (Kujawski et al. 2008). Inés Pineda-Torra et Benoit Pourcet ont récemment résumé la
complexité¢ de I’activation du promoteur d’arginase-I dans les macrophages murins. Son
promoteur est régulé positivement par plusieurs génes dont Irf8, Spi-1/PU.1, Klf4, Stat3 et
C/ebpp (Pourcet and Pineda-Torra 2013) (Figure 17). Nous avons montré une diminution
significative de 1’expression de Spi-1/PU.1, Kif4 et C/ebpfau sein de la population
médullaire myéloide des souris 7ifIy™*. Cela pourrait expliquer d’une part I’absence
d’expression d’arginase-1 chez les souris 7ifly"* malgré une plus forte expression de
Stat3 et d’autre part le défaut de la fonction immunosuppressive directe des cellules
myéloides de ces souris. Néanmoins, il faut souligner que 1’expression de Stat3 n’a pas été
¢tudi¢e dans le méme type cellulaire que les autres génes sus-cités. Certaines données de la
littérature rapportent que STAT3 a également pour cible les génes S10048 et S10049 (Sinha
et al. 2008). Ainsi, nous avons montré une augmentation significative de I’expression de

. s . A/A
ceux-ci chez les souris 7ifly

, a la fois au niveau sanguin et splénique. Toutefois, nous
n’avons pas étudi¢ le niveau d’expression des protéines.

Ces génes sont régulés négativement au cours de la différenciation normale de progéniteurs
my¢loides en macrophages et cellules dendritiques (Cheng et al. 2008). L hyperexpression de
S10049 inhibe ainsi la différenciation des cellules dendritiques et des macrophages et
promeut la différenciation des MDSC. Il est possible que cela participe a I’altération de la
différenciation des monocytes en macrophages observés a la fois in vivo et in vitro chez
ces souris ainsi qu’aux défauts de différenciation en cellules dendritiques mis en
évidence in vitro. Les protéines SI00A8 et SI00A9 forment un hétérodimére capable
d’induire la formation du complexe NADPH oxydase a I’origine de la production de ROS
dans les cellules myéloides, interférant avec la différenciation myéloide (Cheng et al. 2008).
De plus, ’équipe de Sheng Wei a rapporté 1’expansion de MDSC Lin HLA-DR CD33" dans
la moelle osseuse de patients atteints de SMD, responsable de 1’altération de leur
hématopoiése via un mécanisme impliquant SI00A9 (Chen et al. 2013). Cette protéine

représente en effet un ligand pour le CD33 induisant la sécrétion des cytokines IL-10 et TGF-
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B par les MDSC. Ainsi, la signalisation du CD33 parait étre une cible thérapeutique
intéressante chez ces patients. L’¢laboration par cette méme équipe d’un modele murin
transgénique pour S70049 permet 1’étude de la pathogenése des SMD.

STATS3 interagit aussi avec le facteur de transcription C/EBPf qui a un rdle central au cours
du développement myéloide, notamment lors de la « granulopoiése de stress » déclenchée par
exemple au cours d’événements infectieux. En effet, STAT3 controle, de facon
dépendante du G-CSF, I’expression de C/EBPf (Zhang et al. 2010). Ainsi, un déficit en
STATS3 rend les progéniteurs my¢loides réfractaires a 1’action du G-CSF. Par ailleurs, IRF8
est un facteur de transcription agissant en aval de STAT3 dans la régulation des MDSC.
L’hyperexpression d’/rf8 chez la Souris conduit & une baisse drastique du nombre de MDSC.
A Dinverse, parallélement a la diminution d’expression d’/RF8, le nombre de MDSC
augmente chez les patients atteints de cancer du sein, faisant de ce facteur de transcription un
modulateur négatif des MDSC (Waight et al. 2013). De méme, Tifly apparait comme un
régulateur négatif du développement d’une population myéloide immature
phénotypiquement proche des PMN-MDSC puisque son inactivation se traduit par leur
expansion. Nous pourrions compléter nos résultats en analysant I’évolution de cette
population myéloide aprés une stratégie de réexpression de 7ifly. Enfin, STAT1 est
impliqué dans I’activation de I'IFNy et de I'IL-18. Les MDSC porteuses d’un déficit en
STATI1 sont incapables d’inhiber les lymphocytes T du fait de leur inaptitude a réguler
positivement iNOS et I’arginase-1. Un déficit en Statl dans les cellules myéloides Tifly™™
explique-t-il une faible expression de iNOS et d’arginase-1 ? 1l serait intéressant de I’étudier.
Stat6 est par ailleurs activée dans les MDSC lors de la liaison de I’'IL-4 et de I'[L-13 au
récepteur CD124 (IL4Ra), résultant dans ’activation du TGFf et de I’arginase dans ces
cellules (Bronte et al. 2003).
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Figure 17 : Régulation du promoteur d’arginase-1 (Pourcet and Pineda-Torra 2013)

- La voie du TGFp

Le TGFf agit en tant que régulateur positif ou négatif de la transcription en fonction du géne
cible, du type cellulaire et du contexte. Les cellules immunitaires sont les principales sources
de TGFf au cours des processus tumoraux. Une corrélation inverse entre le nombre de MDSC
et activité cytotoxique des cellules NK a été mise en évidence chez des souris porteuses de
tumeurs. L’expression de NKG2D (natural-killer group 2, member D) et le niveau d’IFNy
sont aussi significativement diminués lorsque les MDSC sont en contact avec des cellules
NK. La fixation du TGFf1 a la membrane des MDSC est nécessaire pour induire I’ inhibition
des cellules NK (Li et al. 2009). L’équipe de recherche de Harold Moses a également apporté
des connaissances supplémentaires sur le role du TGFf dans la biologie des MDSC. La perte
d’expression du TGFPRII dans des cellules cancéreuses murines accroit I’infiltration des
MDSC, facilitant la prolifération tumorale et le développement métastatique. De plus, cette

équipe a montré que les MDSC représentent une source de TGFf et de métalloprotéinases
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facilitant I’envahissement tumoral (Yang et al. 2008). Par ailleurs, le TGF peut agir sur les
MDSC de fagon indirecte via les microARN. En effet, le TGFf1 controle la prolifération des
MDSC en activant I’expression de miR-494. Son invalidation dans les MDSC aboutit a une
décroissance tumorale et métastatique (Liu et al. 2012). Enfin, il existe un « dialogue » entre
lymphocytes T régulateurs et MDSC mais qui reste incomplétement élucidé. Plusieurs études
ont rapporté la capacit¢ des MDSC a provoquer I’expansion ou la baisse du nombre de

lymphocytes T régulateurs (Huang et al. 2006; Serafini et al. 2008; Centuori et al. 2012).

- Réle de PGE2 (Prostaglandine E2) et COX-2 (Cyclooxygénase-2)

La prostaglandine PGE2 est une isoforme d’eicosanoide possédant a la fois des propriétés
anti-inflammatoires et immunosuppressives. Elle est synthétisée par I’enzyme COX-2 qui
convertit 1’acide arachidonique en prostaglandine H2 (PGH2) et la prostaglandine synthase
isomérise la PGH2 en PGE2. La signalisation de la PGE2 induit I’ Arginase-1 dans les MDSC
(Rodriguez et al. 2005; Zhang et al. 2009). L’inhibition des récepteurs de la COX-2 et de la
PGE2 sur les MDSC supprime I’expression de CXCR4 et réduit leurs capacités de migration

en réponse au SDF1 dans les cancers ovariens (Obermajer et al. 2011).

¢. au niveau de leur différenciation

Les facteurs solubles sécrétés par les cellules tumorales, abordés dans le précédent
paragraphe, participent aussi a l’inhibition de la maturation et de la différenciation des
MDSC, contribuant a leur accumulation (Sica and Bronte 2007). En effet, ils empéchent leur
différenciation en cellules dendritiques via un mécanisme impliquant la voie de signalisation
de STAT3 (Gabrilovich 2004). Les prostaglandines (PGE2), le LPS, I'IL-18 et 'IFN-y, en
induisant I’expression de la COX-2 dans les monocytes, inhibent leur différenciation en
cellules dendritiques matures, les détournant vers un phénotype caractéristique des MDSC
(Sinha et al. 2007b). Une équipe de recherche a mis en évidence 1’existence d’une évolution
inverse du nombre de cellules NK et de MDSC chez des souris porteuses de tumeurs
(adénocarcinome colique, lymphome, cancer pulmonaire). En effet, sous I’effet du GM-CSF,
les cellules NK CD27°CD11b" sont « converties » en cellules CD11b"Grl", évoquant des
MDSC (Park et al. 2013).
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Si le GM-CSF participe au développement des MDSC dans un contexte néoplasique, il peut a
I’inverse, associé a I’'IL-4 ou le TNFa, induire leur différenciation en cellules présentatrices
d’antigene telles que les cellules dendritiques ou les macrophages (Bronte et al. 1999; Bronte
et al. 2000).

Les MDSC sont par ailleurs régulées par la vitamine D3 (Lathers et al. 2001) et I’acide tout-
trans rétinoique (Kusmartsev et al. 2003), tous deux capables de réduire le nombre et/ou la

fonction des MDSC en induisant leur différenciation.

d. au niveau de leur mobilisation

Il est a ce jour admis que la CSH est maintenue au sein de son environnement médullaire
correspondant a la niche hématopoiétique grace a ’axe CXCL12 (SDF1)/CXCR4. Plusieurs
molécules peuvent rompre cet axe et mobiliser les CSH dans la circulation. C’est sur ce
principe que se sont développées les thérapeutiques mobilisatrices de CSH comme le G-CSF
et/ou les antagonistes du récepteur CXCR4. Ces méthodes ne mobilisent pas seulement les

CSH mais aussi les MDSC et les progéniteurs my¢loides (Sawanobori et al. 2008).

4.  Fonctionnalité des MDSC : cellules immunosuppressives (Figure 18)

Une corrélation inverse a été identifiée entre le nombre de MDSC et celui des lymphocytes T
circulants, conférant a ces cellules des capacités immunosuppressives (Donkor et al. 2009).

Les MDSC inhibent I’activation et la prolifération des LT.

a. de facon directe par :

- La séquestration de plusieurs acides aminés que les LT ne peuvent produire eux-
mémes tels que :

o larginine, en exprimant [’Arginase-1. Cette enzyme entraine
l'inhibition de la prolifération des LT via la nitrosylation du TCR (7 Cell
Receptor) au niveau du CD3C (Rodriguez et al. 2007; Nagaraj et al
2010a), I'expansion des LT régulateurs (Serafini et al. 2006; Serafini et al.
2008). Ce mécanisme d’action est particulierement décrit pour la population

PMN-MDSC.
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o la cystéine, en entrant en compétition avec les cellules dendritiques pour son
importation depuis le milieu extra-cellulaire. La prolifération des LT en est
diminuée du fait d’une baisse de production en glutathion (Srivastava et al.
2010).

La production d’espéces réactives de l’oxygéne grace aux enzymes eNOS
(endothelial nitric oxide synthase) et NOX2 (NADPH oxidase 2) (Tacke and Kurts
2011).

La production de NO (oxyde nitrique) et des peroxynitrites grace a I’enzyme iNOS
(inducible nitric oxide synthase) entrainant I’apoptose des LT (Brito et al. 1999) et
I’inhibition de leur prolifération, impliquant 1’inhibition de JAK3 et STATS. Cela
semble plus particulierement décrit pour les Mo-MDSC.

La modification de la réactivité du TCR, limitant ainsi les capacités des LT a
répondre a I’antigéne, via la nitration du TCR au niveau du CD3C (Nagaraj et al.
2010a).

La production de CO (monoxyde de carbone) grace a I’expression de 1’enzyme HO-1

(heme oxygenase 1) (De Wilde et al. 2009).

b. de fagon indirecte par :

La production de cytokines telles que :

o I'IL-10 etle TGFP (transforming growth factor) responsables de :

* Pinduction des lymphocytes T régulateurs CD4 CD25 Foxp3" ayant
une fonction suppressive sur les lymphocytes T (Huang et al. 2006),
mais ceci reste a débattre comme mentionné précédemment,
= la polarisation des macrophages vers le type M2 sécrétant plus d’IL-
10 et moins d’IL-12 (Sinha et al. 2007a),
o I'IL-6, I’IL-23 et le TGFp responsables de :

* JP’induction des lymphocytes Th17 (Jiao et al. 2012; Manjili et al.
2014),

* la diminution de I’activité cytotoxique des LT (Terabe et al. 2003).

* L’inhibition de la migration des LT au niveau des sites
inflammatoires et des organes lymphoides ou ils doivent étre

théoriquement activés. Ceci est possible grace a I’expression par les
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MDSC de la métallopeptidase ADAM17 qui induit le clivage de la L-
sélectine CD62L a la surface des LT, impliquée dans leur migration

(Hanson et al. 2009).

c. Elles favorisent également la croissance tumorale indépendamment de leur

activité immunosuppressive par :

- La promotion de la vascularisation tumorale via la sécrétion de VEGF (Ostrand-
Rosenberg and Sinha 2009), MCP-1 (Boelte et al. 2011) et MMP-9 (matrix
métallopeptidase 9). Ainsi, les souris porteuses d’un déficit de I’inhibiteur de MMP-9
appelé TIMP-2 ont une croissance tumorale plus importante liée a une majoration de
I’angiogenese (Guedez et al. 2012).

- Le développement de métastases (Qu et al. 2012) en induisant la transition epithélio-
mésenchymateuse (Toh et al. 2011) grace aux protéines S100 (Ichikawa et al. 2011)
d’une part et a la production de TGFf d’autre part (Yang et al. 2008).

- L’inhibition de I’activité des NK en se liant au TGFf1, entrainant la diminution de

I’expression de NKG2D par les cellules NK (Li et al. 2009).

L’inhibition de I’immunité anti-tumorale a travers la lymphosuppression T et la facilitation de
la progression tumorale via I’angiogenc¢se et le développement de métastases sont-elles des
fonctions mutuellement exclusives ou les MDSC sont-elles capables d’une

plurifonctionnalité ?

Nos résultats de co-cultures des lymphocytes T activés avec les cellules myéloides
spléniques triées sur le Ly6G, considérées comme étant des PMN-MDSC, ne sont pas en

AMA Comme mentionné

faveur d’une lymphosuppression T chez les souris Tifly
précédemment, I’absence de l’augmentation d’expression de I’arginase-1 pourrait
constituer une explication. Il est donc possible que la population MDSC de ces souris n’ait
pas de capacités immunosuppressives « directes » a proprement parler mais des capacités
« indirectes » via la production de cytokines, comme nous I’avons montré pour la
production de TGFp, des capacités de promotion tumorale via les protéines S100 et enfin
des propriétés proangiogéniques via le MCP-1/CCL2 dont la concentration plasmatique est

significativement augmentée chez les souris Tifly™*. A ce titre, une équipe de recherche
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lilloise a récemment rapporté 1’augmentation de la concentration de MCP-1/CCL2 dans le
thymus de souris atteintes de leucémie aigu€ myéloblastique (Driss et al. 2015).
L’administration d’anticorps anti-CCL2 entraine une diminution de la masse tumorale li¢e a
une majoration de la réponse immune anti-leucémique, permettant une amélioration de la
survie des souris traitées. Aucun lien n’a été mis en évidence entre les taux de MCP-1/CCL2
et ’existence d’une population de type MDSC. Néanmoins, MCP-1/CCL2 constitue dans ce

contexte une cible thérapeutique de choix.
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Figure 18 : Les MDSC inhibent la réponse immune anti-tumorale.

Les MDSC séquestrent des acides aminés essentiels aux LT (arginine et cystéine) entrainant
la diminution de leur prolifération (A). Elles sécrétent du NO, inhibent la migration de LT via
le clivage de CD62L par la métallopeptidase ADAMI17 (B), sécrétent des cytokines qui
induisent les LT Th17 (IL-6, IL-23, TGFp) (C) ainsi que les Treg (IL-10, TGFB) (D), la
polarisation des macrophages M2 (IL-10, TGFf) (D) et inhibent les cellules NK (TGFp) (E).
(Adapté de Botta C. et al., Front. Oncol., 2014)

5. Role des MDSC au cours de la grossesse

La grossesse est un état physiologique durant lequel le systéme immunitaire de la femme
enceinte développe une tolérance afin d’empécher le rejet du feetus. En effet, la moiti¢ du
patrimoine génétique du feetus provient du pere si bien qu’il pourrait étre considéré comme
une « greffe semi-allogénique » pour la mére (Erlebacher 2013). Le feetus pourrait ainsi

devenir une cible pour son syst¢eme immunitaire. Toutefois, la tolérance observée tient a une
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immunosuppression importante développée en cours de grossesse grace aux lymphocytes T
régulateurs, a la baisse de 1’expression des molécules du CMH de classe I situées a la surface
des cellules feetales et a celle des lymphocytes NK (Sargent et al. 2006). Le role des MDSC
au cours de la grossesse est pour I’instant assez obscur mais il s’avere que ces cellules
pourraient participer a cet état d’immunotolérance, pouvant expliquer que les tumeurs
développées chez la femme enceinte soient le plus souvent métastatiques. Chez des souris
gestantes atteintes d’un mélanome, 1’équipe d’Ivan Stamenkovic a mis en évidence la
présence de MDSC capables de diminuer la cytotoxicité des cellules NK, augmentant
significativement le nombre de métastases. Ainsi, en majorant la tolérance du systéme
immunitaire de la souris gestante afin d’empécher le rejet du feetus, les MDSC favorisent le
développement de métastases (Mauti et al. 2011). Preuve supplémentaire de 1’expansion des
MDSC au cours de la grossesse, leur présence dans le sang de cordon. En effet, des cellules
dont la morphologie évoque celle de granulocytes a divers stades de maturation, dont le
phénotype est caractérisé par la présence de CD15 et ’absence de CD14, ont été retrouvées
dans le sang de cordon en proportion superposable a celle du sang de patients atteints de
cancers (5%) (Rieber et al. 2013). Dans le but de faire perdurer notre mod¢le, nous avons a
plusieurs reprises tenté des croisements entre males et femelles homozygotes pour
I’invalidation génique de T7if7y. Il s’avere que 1’ensemble des souris homozygotes femelles
gestantes mourraient prématurément, si bien que les croisements ont di étre réalisés entre des
souris hétérozygotes. Nous n’avons malheureusement pas cherché a expliquer ces déces.
Cette surmortalité peut-elle €tre liée a la présence de la population que nous avons
identifiée ? Les femelles sont-elles décédées d’infection ? Il serait par la suite intéressant, si
le nombre de souris le permet, d’essayer de nouveaux croisements entre souris homozygotes
et d’étudier les populations circulantes des souris gestantes homozygotes en les comparant a

celles de méme age mais hétérozygotes.

6. Role des MDSC au cours des transplantations d’organes et des greffes allogéniques de

moelle osseuse
Dans ces circonstances, la place des MDSC n’a jusqu’ici pas €té aussi bien définie que les LT

régulateurs. Néanmoins, plusieurs modeles murins ont permis de souligner le role tenu par les

MDSC au cours des greffes d’organes dont :
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- La moelle osseuse : 1’inositol polyphosphate-5-phosphatase (SHIP) est impliquée
dans la régulation des survie, prolifération et différenciation des cellules myéloides
ainsi que dans le controle de I’homéostasie des MDSC (Liu et al. 1999). La SHIP a un
role au cours de I’allogreffe de moelle osseuse puisque les souris porteuses d’un
déficit en SHIP (SHIP") sont capables de recevoir une greffe allogénique de moelle
osseuse sans développer de maladie du greffon contre I’hdte (MGH). Cela résulte de
I’expansion de MDSC de type monocytaire qui suppriment la réponse allogénique T
(Paraiso et al. 2007). Ce blocage de la réponse allogénique T responsable de
I’inhibition de la MGH au cours de la greffe allogénique de moelle osseuse est
¢galement liée a 1’ Arginase-1 (Highfill et al. 2010) et a I’héme oxygénase-1 (De Wilde
et al. 2009).

- Le rein : le role de iNOS est trés important puisque 1’administration d’inhibiteurs de
iNOS induit le rejet du greffon rénal (Dugast et al. 2008).

- La peau: dans un mod¢le de greffe cutanée murine, I’induction de MDSC et de
lymphocytes T régulateurs in vivo, respectivement par le facteur de croissance
granulocytaire recombinant humain Filgrastim et les complexes IL-2, prolonge la
survie du greffon (Adeegbe et al. 2011), suggérant d’une part le réle des MDSC et
d’autre part I’existence possible d’une coopération entre MDSC et Treg.

- Le ceeur : des MDSC de type monocytaire ont été identifiées dans un modele murin
de greffe cardiaque. Elles migrent de la MO jusqu’au greffon ou elles induisent
I’expansion des LT régulateurs (Garcia et al. 2010).

Chez ’Homme, apres transplantation rénale se développent des cellules myéloides CD14 et

CD14" pouvant correspondre & des MDSC (Hock et al. 2012).

7. Choix de la thérapeutique ciblée contre les MDSC
Ces connaissances concernant la régulation des MDSC ont par la suite permis d’initier le
développement de thérapeutiques ciblées afin d’en réduire le nombre et de rétablir I’'immunité
antitumorale.

a. Inhibition de la myéloprolifération

Certaines thérapeutiques peuvent réduire la croissance tumorale en freinant Ila

myéloprolifération induite initialement par la tumeur. Cela a été observé lors d’une étude
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menée avec des souris porteuses de carcinomes pulmonaires métastatiques chez qui

I’utilisation du TNFa ou de ’IFNy permet une réduction tumorale (Young and Wright 1992).

b. Induction de la différenciation des MDSC

Certains agents peuvent ¢galement provoquer la différenciation des MDSC en monocytes

matures ou en granulocytes. C’est le cas de ’acide tout-trans rétinoique (ATRA) utilisé in

vivo chez la Souris (Kusmartsev et al. 2003) et in vitro chez des patients atteints de carcinome
rénal a cellules claires (Kusmartsev et al. 2008). Cette étude réalisée a partir de cellules
sanguines circulantes de patients, triées de facon magnétique sur 1’antigéne CD33 mis en
contact avec I’ATRA, a démontré que celui-ci conduit a la différenciation des MDSC en
cellules présentatrices d’antigénes (CPA), rétablissant ainsi la fonction lymphocytaire T. De
méme, des patients atteints de carcinome bronchique a petites cellules recevant de I’ATRA
ont vu le nombre de MDSC diminuer et leur différenciation reprogrammée vers la formation

de CPA (Lee et al. 2012). La 1a,25-dihydroxyvitamine D3 (Vitamine D3) entraine également

la différenciation des MDSC ce qui en réduit le nombre. Cela a été testé chez des patients
atteints de tumeur de la téte et du cou recevant 3 semaines de vitamine D3 avant 1’excision
tumorale. Ceux-ci avaient un nombre de lymphocytes T CD4'CDS8" significativement
augmenté dans la piece de tumorectomie et la médiane de rechute de la tumeur était de 620
jours versus 181 jours chez les patients n’ayant pas regu ce traitement néo-adjuvant (Walsh et

al. 2010). Les inhibiteurs de STAT3 ont aussi été décrits dans 1’induction de la différenciation

des MDSC en cellules dendritiques dans un modele murin de cancer colique (Nefedova et al.

2005).

¢. Diminution des exosomes

Des chimiothérapies cytotoxiques ont également fait la preuve de leur efficacité dans le but
de réduire le nombre de MDSC. C’est le cas de la gemcitabine (Suzuki et al. 2005) et du 5-
fluoro-uracile (Vincent et al. 2010) capables d’inhiber la production des exosomes par les
cellules cancéreuses, diminuant ainsi les MDSC. D’autres thérapeutiques dont 1’utilisation
initiale n’est pas antitumorale sont capables d’amoindrir la production des exosomes par les
cellules tumorales in vitro et in vivo. 1l s’agit de ’oméprazole (inhibiteur de la pompe a

protons H/K" des cellules gastriques pour le traitement des ulcéres) et de 1’amiloride
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(antihypertenseur) testé chez des patients porteurs de cancer colique métastatique (Chalmin et

al. 2010).

d. Inhibition des facteurs de croissance ou de leur récepteur

Se sont par ailleurs développés des anticorps dirigés contre les facteurs de croissance ou
leur récepteur. En effet, 1’utilisation d’inhibiteurs de facteur de croissance sous la forme
d’anticorps dirigés contre ceux-ci entraine une réduction de la taille de la tumeur et du
nombre de MDSC (Young et al. 1991; Pekarek et al. 1995). Chez la Souris, des anti-GM-CSF
et anti-G-CSF sont utilisés afin de traiter respectivement les néoplasies pancréatiques (Bayne
et al. 2012) et coliques (Shojaei et al. 2009). L’équipe de recherche de Paolo Serafini a

rapporté I’administration d’aptameres anti-IL-4Ro chez des souris porteuses de tumeurs. Ils

permettent la diminution du nombre de MDSC et conséquemment le rétablissement de la
fonction lymphocytaire T ainsi que la réduction de la masse tumorale (Roth et al. 2012). Chez
I’Homme, [D’inhibition de leur prolifération est induite par 1’anti-VEGF (VEGF-A)
(bevacizumab) (Shojaei et al. 2007) ou par I’inhibiteur multi-cible de tyrosine kinase sunitinib

(Ko et al. 2009) dans le cadre d’une prise en charge du carcinome rénal. Les cibles du
sunitinib sont nombreuses parmi lesquelles les récepteurs du VEGF, de STAT3 (Xin et al.
2009) et du CSF-1 (Ravi et al. 2011). Il est responsable de la baisse de 50% des MDSC dans

le sang circulant des patients atteints de carcinome rénal a cellules claires.

e. Inhibition du recrutement des MDSC

Les antagonistes de CXCR4 (Plérixafor) sont efficaces chez la Souris pour empécher le

recrutement des MDSC sur le site tumoral d’un modele de cancer du sein (Yang et al.

2008).

f. Inhibition de la fonction immunosuppressive des MDSC

Abolir I’effet immunosuppresseur des MDSC est également une possibilité thérapeutique

anticancéreuse. Ainsi, les inhibiteurs de la 5 phosphodiestérase (sildenafil, Viagra) utilisés

dans les troubles érectiles régulent négativement ’arginase-1 ainsi que NOS2, inhibant la
production de NO par les MDSC, diminuant ainsi leur action immunosuppressive (Noonan et

al. 2014). La nitroaspirine (NO-aspirine) est composée d’acide acétylsalicylique li¢ de facon
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covalente a un groupe donneur de NO interférant avec le métabolisme du NO. Administrée
par voie orale a des souris porteuses de tumeurs, la NO-aspirine permet d’augmenter le
nombre et la croissance des lymphocytes T cytotoxiques, de réduire la production de ROS et

d’inhiber NOS2 (De Santo et al. 2005). La baisse de la production des ROS pour limiter

I’immunosuppression liée aux MDSC a également été envisagée grace au bardoxolone méthyl
(CCDO-Me), un triterpénoide synthétique (hydrocarbure naturel dérivé du triterpéne). Cette
molécule supprime la réaction inflammatoire qui résulte de I’action des ROS dans les
macrophages (Thimmulappa et al. 2007) via I’activation du facteur de transcription Nrf2
(nuclear factor erythroid 2-related factor) (Li et al. 2014a). Des études d’abord menées chez
la Souris ont montré que I’administration de cette molécule permet de réduire I’activité
suppressive des MDSC et restaurer la réponse immunitaire T (Wang et al. 2014). Chez
I’Homme, son utilisation lors d’un essai clinique de phase I associée a la gemcitabine au cours
de 1’adénocarcinome pancréatique accroit la réponse T et freine 1’expansion des MDSC

(Nagaraj et al. 2010b). Enfin, les inhibiteurs de la cyclo-oxygénase 2 (Celecoxib) ou de la

PGE2 (AINS) (anti-inflammatoire non stéroidien) visent également a abaisser le nombre de

MDSC (Veltman et al. 2010).

g. Inhibition des prolifération et mobilisation des MDSC

Des thérapeutiques capables de réduire la prolifération et la mobilisation des MDSC ont
également été proposées. Les souris porteuses d’un cancer mammaire présentent un déficit
d’expression du récepteur au TGFP de type I, entrainant une augmentation de I’infiltration
tumorale par les MDSC et par voie de conséquence le développement de métastases. Cette
infiltration tumorale est liée a des protéases dont MMP-9. Cette protéase influence
positivement la prolifération et la mobilisation des MDSC de la moelle osseuse et peut étre

ciblée par les biphosphonates qui en inhibent la prénylation. A cette fin, I’acide zolédronique

de la classe des biphosphonates a été utilisé chez des souris porteuses d’un cancer du sein. Le
taux de cette protéase diminue sous I’effet du biphosphonate puis s’ensuivent une chute de
I’expansion des MDSC dans la moelle osseuse et le sang ainsi qu’une décroissance tumorale
(Melani et al. 2007). Une autre équipe de recherche a testé I’acide zolédronique chez des
souris affectées par un cancer du pancréas et a montré la réduction du nombre de MDSC au
sein de la tumeur, ’augmentation du recrutement des lymphocytes T sur le site tumoral, un

ralentissement de la croissance tumorale et une médiane de survie allongée (Porembka et al.

2012).
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h. Quelles sont les perspectives thérapeutiques ciblées contre les MDSC au cours

de la LMMC ?

Dans notre modele de LMMC, nous pouvons considérer la population myéloide que nous
avons identifiée comme une cible thérapeutique potentielle. L’ existence de cette population
résultant de la baisse d’expression de 7Tif1y et non des facteurs de croissance induits par les
cellules tumorales, nous incite a envisager I’essai de thérapeutiques visant a limiter la
my¢loprolifération observée ou celles ayant pour but d’induire la différenciation de ces
cellules immatures comme I’ATRA. A cette fin, nous pourrions tester in vitro voire in vivo
Ieffet de PATRA chez les souris malades Tifly**. Chez I’'Homme, si une population de type
MDSC est présente, leur caractérisation phénotypique pourrait également permettre de
développer des anticorps monoclonaux dirigés contre des marqueurs phénotypiques dont le
CD14 ou le CD15, comme cela est déja le cas dans d’autres hémopathies malignes telles que
les LAM (Mylotarg, anti-CD33), les lymphomes malins hodgkiniens (Brentuximab vedotin,
anti-CD30) ou non hodgkiniens (Rituximab, anti-CD20). Il est méme possible d’envisager
une chimiothérapie combinatoire en associant la gemcitabine qui, comme nous 1’avons vu
précédemment, diminue la production des exosomes, avec un anticorps monoclonal. De
méme, les thérapeutiques visant a inhiber les fonctionnalités des MDSC pourraient étre
intéressantes. Ainsi, I’identification de MDSC au cours de la LMMC offrirait de belles
perspectives thérapeutiques pour cette hémopathie maligne dont le pronostic reste sombre et

les possibilités thérapeutiques limitées.

8. La diminution progressive de I’expression de 7ifly s’accompagne d’une expansion

accrue de « PMN-MDSC like »

Nous avons montré la diminution progressive de 1’expression de 7if1y avec le vieillissement
des souris Tifly™* (Quere et al. 2014). Cela s’accompagne d’une expansion progressivement
croissante de la population myéloide immature, visible sur les frottis sanguins ainsi que sur
les signatures phénotypiques et moléculaires sanguines des souris 7if1y~*. En effet, avant
I’age de 6 mois, cette population my¢loide immature ne se développe pas. Elle est visible a
partir de 1’dge de 6 mois et devient majoritaire a partir de I’age de 9 mois. Existe-t-il une

corrélation inverse entre 1’expression de 7if1y et I’expansion de la population que nous avons
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identifiée ? Existe-t-il de méme une diminution de I’expression de 7IFIy au cours du

vieillissement humain ?

9. Les granulocytes associés aux tumeurs : leur place par rapport aux MDSC

Cette population de granulocytes est capable, a 'image des MDSC, d’acquérir une activité
immunosuppressive. Décrite notamment dans les glioblastomes, leur présence est associée a
un niveau élevé d’arginase-1 dans le sérum et une expression diminuée de la chaine € du TCR
(Sippel et al. 2011). La figure 15 illustre I’hypothése d’une origine commune aux PMN-

MDSC et granulocytes associés aux tumeurs.

C. Quid de I’expansion des MDSC au cours des néoplasies durant lesquelles 1’expression

de TIF1yest en deca de son taux normal ?

Comme précédemment rapporté, la perte d’expression de 77F 1y chez ’'Homme a été décrite
au décours de nombreuses néoplasies solides telles que les cancers de la téte et du cou, les
carcinomes rénaux a cellules claires, les cancers bronchiques non a petites cellules, les
tumeurs pancréatiques efc. Il serait intéressant de savoir s’il existe une myéloprolifération
aberrante au cours de ces cancers, responsable de 1’expansion de MDSC. A ma connaissance,

cet aspect n’a pas été abordé jusqu’ici.

III. La perte d’expression de 7ify entraine une diminution du csf-1r

A. Impact sur la monocytopoiése

L’expression du CSF-1R et de son transcrit est significativement diminuée chez la souris
TifIy**, que ce soit dans les cellules myéloides médullaires immatures ou dans les cellules en
cours de différenciation macrophagique sous ’effet du CSF-1 in vitro.

Toutefois, il n’existe pas de monocytopénie, bien au contraire, alors méme que ce récepteur
est impliqué dans la monocytopoiese. Cela suggére qu’une autre voie de signalisation
dépendant d’une autre cytokine et son récepteur interviendrait dans la monocytopoiese des
souris Tifly""*. D’aprés certaines données de la littérature, il pourrait s’agir du VEGFa ou du

GM-CSF. Nous n’avions pas retrouvé de différence significative dans 1’expression du gm-csfr
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a la fois dans la moelle osseuse totale et dans les cellules Lin™ Tif/y™* comparées aux cellules
controles. Son expression n’avait néanmoins pas été étudiée dans les différentes sous-
populations cellulaires. Cependant, la cytokine gm-csf n’a pas pu étre dosée en ELISA dans le
sérum des souris malades comme cela avait été fait pour le csf-1 et le g-csf en raison de la

sensibilité de la technique. Il serait en effet été¢ intéressant de savoir si celle-ci est augmentée.

B. Impact sur les macrophages

1. Impact quantitatif

A T’instar de ce que nous avions observé dans le péritoine, le nombre de macrophages est
diminué a la fois in vitro et in vivo dans certains organes. Le marqueur F4/80 examiné au
niveau médullaire, cutané, splénique et hépatique en immunohistochimie donne des résultats
distincts puisque la population macrophagique semble plus importante dans le foie et la peau
Tifly™* comparativement a la souris contrdle, a I’inverse de la rate et de la moelle osseuse.
Néanmoins, ces résultats seront a compléter avec ceux de la cytométrie en flux afin de
quantifier  plus  précisément ces différentes populations. Si les analyses
immunohistochimiques sont confirmées, cela signifiera que la différenciation macrophagique
est affectée différemment selon les organes, ou que d’autres cellules exprimant le F4/80

envahissent ces tissus. C’est par exemple le cas des MDSC monocytaires.

L’expression du Csf-Ir est diminuée voire absente au cours de la différenciation
macrophagique in vitro. Nous avions également montré en collaboration avec I’équipe d’Eric
Solary une corrélation entre 1’expression de 77FIy et celle du CSF-IR chez les patients
atteints de LMMC (Aucagne et al. 2011). Les expressions de 7IFIy et de CSF-IR sont
parall¢les. Tifly est donc un geéne d’importance pour I’ensemble de la myélopoiése,
jusqu’aux stades de différenciation terminale. Cette perte d’expression du Csf-Ir nous a
paru dans un premier temps expliquer les défauts de différenciation macrophagique.
Toutefois, I’existence des mémes altérations de différenciation des cellules dendritiques
alors méme que le taux de Gm-csfr n’est pas anormal chez les souris malades nous a
finalement fait émettre I’hypothése que I’augmentation d’expression de certains genes
de signature MDSC pourrait étre a ’origine de ces anomalies de différenciation. Ainsi, il

est possible que la baisse d’expression de Tifly qui perturbe
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intensément la myélopoiése, favorise celle de génes tels que S7100A48 et 10049, avec pour
conséquence I’expansion des « PMN-MDSC-like » au détriment de la production de

certains types de macrophages et de cellules dendritiques.

L’origine des macrophages étant triple, leur diminution en nombre peut s’expliquer de trois
manieres. Du fait de I’absence de monocytopénie, si I’origine monocytaire doit étre retenue,
cela sous-entend une altération qualitative et non quantitative de la différenciation des
monocytes en macrophages. Cela pourrait correspondre a un blocage de la différenciation
des monocytes ou a une apoptose accrue des cellules en cours de différenciation. Nous
avons ¢étudié¢ les marqueurs d’apoptose (Annexine V, 7-AAD, Caspase 3) en cours de
différenciation macrophagique in vitro et n’avons pas montré de différence significative.
Nous avons réalis¢ les mémes expériences au cours de la différenciation des cellules
my¢loides médullaires en cellules dendritiques et avons au contraire mis en évidence un

apoptose accrue des cellules TifIy""

(Figure 20). L’auto-renouvellement des macrophages
pourrait également expliquer la diminution de leur nombre et vu leur altération fonctionnelle
décrite dans notre étude, cela semble tout a fait possible. Enfin, il est difficile d’estimer si les
macrophages originaires du sac vitellin sont moindres. Une étude nettement plus fine des
différentes populations macrophagiques tissulaires (cérébrales, hépatiques, spléniques,

cutanées, rénales, pulmonaires) pourrait répondre a cette interrogation.
2. Impact qualitatif

Les fonctions des macrophages sont altérées in vitro. Cependant, ces résultats doivent étre
pondérés par le fait que, méme si le nombre de cellules sur lesquelles sont effectuées ces
expériences de fonctionnalité est identique, nous n’avons pas réalisé de tri cellulaire sur le
marqueur F4/80 afin de ne sélectionner que les macrophages.

Par ailleurs, comme cela a été mentionné précédemment, une modification notable du taux de
MCP-1/CCL2 est mesurée dans les souris Tifly"“. En effet, nous avons démontré que la
concentration plasmatique de MCP-1/CCL2 est significativement augmentée chez ces
derniéres alors qu’une fois stimulées par le LPS, les cellules Tif1y** ne sécrétent quasiment
plus de MCP-1/CCL2. Ce résultat pourrait constituer un argument en faveur de I’absence de

A/A

réponse des macrophages 7ifIy™" au LPS. Il serait ainsi intéressant d’étudier I’expression

des TLR a la surface des macrophages.
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3. Les souris Tifly"* ne s’infectent pas davantage

Malgré 1’expansion du nombre de MDSC et un déficit de nombre de macrophages, les souris
TifIy"® ne présentent pas un risque infectieux accentué. Cette observation semble étonnante
méme si elles sont ¢levées en milieu EOPS (exempt d’organismes pathogeénes spécifiques).
Néanmoins, ces anomalies ne se développent pas immédiatement et les souris malades sont
généralement sacrifiées rapidement selon nos protocoles expérimentaux. Il est possible qu'un
taux d’infection accru soit constaté si nous prolongions la survie d’une cohorte. Il parait donc

A/A

intéressant d’induire un processus infectieux chez les souris 7if/y~ " afin de rechercher une

éventuelle accélération de la mortalité résultant de I’infection.

IV. Conclusion

Tifly, geéne suppresseur de tumeur impliqué dans la leucémie myélomonocytaire chronique,
apparait comme indispensable a une myélopoie¢se normale. Son invalidation chez la Souris est
responsable d’une prolifération myéloide sanguine, médullaire et splénique dont les
caractéristiques morphologiques, phénotypiques et moléculaires évoquent celles d’une
population granulocytaire immature potentiellement immunosuppressive. L’expansion de
cette population myéloide semble se faire au détriment de la différenciation monocytaire
normale, se traduisant notamment par des différenciations macrophagique et dendritique
altérées. Une hypothése possible est que la diminution d’expression de T7ifly induise
I’expression de certains génes dont celle de S/0048 et S10049, responsables de I’expansion
de cette population au détriment des différenciations macrophagique et dendritique.

Ces conclusions ouvrent sur de nombreuses perspectives a la fois dans ce modele murin et
chez les patients atteints de LMMC. Il conviendra de comprendre 1’absence de capacités
immunosuppressives in vitro des cellules myéloides « PMN-MDSC-/ike » en étudiant le statut
phosphorylé de Stat3 mais également d’approfondir 1’analyse de la fonctionnalité de ces
cellules my¢loides (sécrétion de NO, de ROS). Il serait par ailleurs pertinent d’apporter des
preuves indirectes de 1’existence de MDSC dans ce modéle. Une des possibilités serait de
montrer que la taille des tumeurs développées par des souris contrdles ayant été co-injectées

de cellules Grl" spléniques d’une souris Tifly"*

malade et de cellules EL4 est supérieure a
celle des tumeurs développées par des souris contrdles ayant regu I’injection de cellules EL4
seules. L’administration de G-CSF & des souris contrdles et TifIy** pourrait conduire aux

mémes conclusions. Enfin, I’étude de I’existence de cette population chez les patients atteints
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de LMMC parait incontournable, par 1’analyse immunophénotypique du CD14, CDI15 et
HLA-DR au sein des cellules myéloides CD11b". Aller plus loin si ces résultats sont probants
en suivant 1’évolution de cette population sous agent hypométhylant semble également
pertinent. A 1’¢re des thérapeutiques ciblées et « a la carte » en hématologie, 1’identification

d’une cible thérapeutique dans la LMMC semble s’approcher.
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Figure 19 : Représentation schématique des conséquences de la perte d’expression de Tifly
sur les différenciations granulocytaire et monocytaire.

L’expansion des GMP se traduit par celle d’une population myéloide de morphologie
immature dont le phénotype et la signature moléculaire évoquent ceux des PMN-MDSC. Leur
fonctionnalité immunosuppressive n’est cependant par retrouvée.

Parallélement, la différenciation monocyto-macrophagique est altérée tant dans ses aspects
quantitatif que qualitatif.

——> Cellules myéloides immatures CD11b*Ly6GheLy6Clow
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Figure 20: Représentation schématique des conséquences de la perte d’expression de
Tifly sur l'expression de différents genes et leur implication dans les différenciations.

La baisse d’expression de Tifly entraine une diminution de celle du CD115 se traduisant par
une altération de la différenciation des macrophages. Celle-ci peut également s’expliquer par
I’augmentation du niveau de S/0048 et SI1004A9 dont 1’hyperexpression détourne la
différenciation normale des GMP vers des cellules myéloides immatures de type « PMN-
MDSC-like » au détriment des différenciations des voies macrophagique et dendritique.
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The hematopoietic system dedlines with age. Myeloid-biased differ-
entiation and increased incidence of myeloid malignancies feature
aging of hematopoietic stem cells (HSCs), but the mechanisms
involved remain uncertain. Here, we report that 4-mo-old mice
deleted for transcription intermediary factor 1y (Tif1y) in HSCs de-
veloped an accelerated aging phenotype. To reinforce this result,
we also show that Tif1y is down-regulated in HSCs during aging in
20-mo-old wild-type mice. We established that Tif1y controls TGF-f1
receptor (Tgfbr1) tumover. Compared with young HSCs, Tifty ™/~
and old HSCs are more sensitive to TGFf signaling. Importantly,
we identified two populations of HSCs specifically discriminated
by Tgfbr1 expression level and provided evidence of the cap-
ture of myeloid-biased (Tgfbr1™) and myeloid-lymphoid-balanced
(Tgfbr1'®) HSCs. In condusion, our data provide a new paradigm
for Tif 1y in regulating the balance between lymphoid- and myeloid-
derived HSCs through TGF-§ signaling, leading to HSC aging.

rim33/Tifly (tripartite motif family 33/transcription inter-
mediary factor 1 gamma), a member of the transcriptional
intermediary factor 1 family (1, 2), is a crucial regulator of tran-
scription during hematopoiesis (3-5). We and others have pre-
viously demonstrated Tifly involvement in myeloproliferative
disease (6, 7). Mice deleted for this gene develop a substantial loss
of lymphoid cells and a dramatic increase of myeloid cells (3, 6, 7).
Loss of Tifly favored expansion of the granulo-monocytic pro-
genitor compartment in bone marrow (BM), which led to this
lineage skewing. Furthermore, Tifly exerts its functions in a cell-
autonomous manner, as revealed by competitive transplantation
experiments. With aging, mice deleted for Tifly develop a myelo-
proliferative disease involving the proliferation of immature pre-
cursors of myelocytes and monocytes (6, 7). Therefore, the disease
recapitulates important features of human chronic myelomono-
cytic leukemia (6). In humans, the mean age at the onset of this
disease, which is probably linked to the aging-related decreased
fitness of hematopoietic stem cells (HSCs), is older than 70 y.
Changes in the biological functions of old HSCs have been
directly linked to the development of several hematological dis-
orders. The most clinically significant aspect of age-dependent
hematopoietic dysfunction corresponds to the noticeable in-
creased incidence of myeloproliferative diseases, leukemia, and
other hematological diseases (8). Adult HSCs produce all blood
lineages during lifetime, but their capacity to generate lymphoid
cells declines with age, whereas myelopoiesis is enhanced (9-11).
With age, HSCs in BM show an increased propensity to differ-
entiate toward the myeloid rather than the lymphoid lineage,
which may contribute to the decline in lymphopoiesis. HSC aging
results from alterations of both cell-intrinsic and cell-extrinsic
molecular mechanisms (12). It has become obvious that HSCs
are particularly heterogeneous, given their differentiation capaci-
ties. Indeed, some HSCs harbor a low ability to differentiate
into lymphoid cells and are considered myeloid-biased, whereas
other HSCs exhibit the opposite properties. Finally, a third subset
of HSCs appears to maintain a balanced production and is con-
sidered to comprise balanced HSCs (13, 14). Nevertheless, the
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molecular mechanisms responsible for the aging-associated in-
crease in HSC numbers and differentiation capacities are far from
being understood.

Interestingly, Tifly has also been implicated in TGF-f sig-
naling through its binding to phosphorylated small mother
against decapentaplegic (Smad)2/3 (4, 15) and to Smad4 to
promote its ubiquitination (16-18). Moreover, TGF-§ signaling
pathways have long been known to be involved in modulating
HSC quiescence (19, 20), partly by preventing HSC reentry into
the cell cycle (21). Myeloid- and lymphoid-biased HSC pop-
ulations seem to respond differently to TGF-§ signaling (22).
Therefore, the mechanisms by which age-related differences in HSCs
are affected by TGF-p need to be characterized.

Deciphering how aging-associated changes within the hema-
topoietic system influence leukemia development will be crucial
for the development of thera[ﬂiutic strategies. As there are im-
portant similarities between physiological aging of hemato-
poiesis and the HSC premature aging phenotype observed in
young Tifly™ mice, here we used this newly established model
to investigate the effect of Tifly on hematopoietic aging at the
physiological, cellular, and molecular levels.

Results

An Accelerated Aging-Like Phenotype Is Observed in Tifly™'"
Hematopoiesis. To determine whether Tifly™ ™ mice developed a
premature aging-like phenotype, we analyzed HSCs isolated from
the BM of 4-mo-old 7ifly™~ mice and compared them with HSCs
isolated from 20-mo-old (old) and 4-mo-old (young) wild-type
(wt) mice. The number of long-term HSCs defined by signaling
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Hematopoietic stem cell aging has been directly linked to the
development of several hematological disorders, induding my-
eloproliferative diseases. Here we show that in elderly mice
(20 mo old), physiological aging of the hematopoietic system is
linked to a decreased expression of transcription intermediary
factor 1y (Tif1y) in HSCs. In tum, in young Tif1y ™'~ mice (4 mo
old), the hematopoiesis aging phenotype is exacerbated. In both
sets of mice, Tifly level controls the TGF$ receptor 1 (Tgfbr1)
turnover and subtly regulates the number of myeloid-biased
HSCs in bone marrow. We establish that young Tifly™"~ mice
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lymphocytic activation molecule (SLAM) markers (SLAM cells),
early HSCs (Lin~ Scal® c-Kit™; LSK cells), and progenitors
[lineage-negative (Lin~) cells] were found to be higher in young
Tifly”"~ mice and in old wt mice than in young wt mice, which is
consistent with aging in hematopoiesis (Fig. 14). Despite their
Froliferau'on in BM, HSCs showed a decreased capacity to dif-
erentiate and generate white cells in peripheral blood (PB),
which also corroborates the aging phenotype of HSCs (Fig. 1B).
We characterized the proportion of mature hematopoietic cells
in PB and found that Tifly~'"~ HSCs displayed an increased
propensity to differentiate toward myeloid, rather than lym-
phoid, lineages, which contributes to the decline in lymphopoi-
esis that accompanies aging (Fig. 1C). The decreased fitness of
HSCs that occurs during agingJed to an increased number of
myeloid cells (>2,500 x 10%/mm’ in PB) for ~60% of the wt mice
reaching 20 mo of age (Fig. 1D). This phenotype is accelerated in
Tifly™ mice, whereas ~60% of them older than 4 mo already
showed a myeloid cell count higher than 2,500 x 10*/mm* (Fig,
1E). Hemocytometry also confirmed that young Tifly™ and old
wt mice showed very similar distributions for populations of
granulocytes and monocytes (Fig. 1F). Because the accumulation
of DNA repair defects characterizes aging of HSCs (23, 24),
we quantified phosphorylation of the histone variant H2AX
(YH2AX), a well-established indicator of DNA double-strand
breaks, in SLAM cells by immunostaining. We found an in-
creased number of DNA foci, which support the genomic in-
stability in SLAM cells from Tifly ™~ mice (SI Appendix, Fig. S1).
The HSC population enters the cell cycle more frequently in old
mice, which might be related to the increased incidence of leu-
kemia (25, 26).

Interestingly, young Tifly™~ mice also showed elevated pro-
liferation of the LSK cells containing HSCs and multipotential
progenitors (SI Appendix, Fig. S2). Because current evidence
links telomere shortening to aging and stem cell dysfunction
(27), we measured the absolute telomere length and observed
that both Tifly”~ and old LSK cells were characterized by
a telomere shortening compared with young LSK cells (S7 Ap-
pendix, Fig. S34). Furthermore, the regulator of telomere length
(Rtell) mRNA involved in regulation of telomere size (28) was
down-regulated in both Tifly™™ and old LSK cells compared
with young cells (ST Appendix, Fig. S3B). Altered hematopoiesis
in aging might also be a result of changed interactions of aged
stem cells with the microenvironment. Although old HSCs have
been described to localize more distantly to the endosteum (29),
we also observed an altered endosteal location of Tif ly"' HSGs,
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which reinforces the aged phenotype associated with HSCs (S7
Appendix, Fig. S4). Hence, an accelerated aging-like phenotype
occurs in hematopoiesis of Tifly™~ mice.

Tifty”’~ Primitive Hematopoietic Cells Shows Alterations in Gene
Expression Programs Comparable to Physiological Aging. To de-
termine whether Tifly”~ and old HSCs share the same gene
expression changes, we purified 200,000 LSK cells and per-
formed high-throughput mRNA sequencing (RNA-seq). Statis-
tical analysis uncovered 2.3% and 3.9% of the genes that were
reciprocally up-regulated and down-regulated between young
and Tifly™~ libraries (P < 0.25). Interestingly, 20% of the up-
regulated genes and 26% of the down-regulated genes were
differentially expressed during the physiological aging of HSCs
(comparing the young versus the old libraries; P < 0.25; SI Ap-
pendix, Fig. S5). Using gene ontology clustering, we identified
modulations of gene expression in different processes, such as
tmmcrirtion, signaling, RNA dproo@ssing, growth and cell cycle,
cytoskeleton, chromosome and telomere structure, cell adhesion
and migration, metabolism and endocytosis/transport, and finally
in response to cytokines and immune signaling (SI Appendix,
Table S1). Two of these clusters were particularly pertinent:
Tifly™ and old HSCs shared the same lipid metabolism (SI
Appendix, Fig. S6) and reduced expression of several growth
factor receptors involved in hematopoiesis (S/ Appendix, Fig
S$7). Therefore, we can conclude that Tifly™~ hematopoietic
cells show alterations in gene expression programs similar to

physiological aging.

Tif1y Expression Decreases in HSCs During Aging. We isolated SLAM
cells from either young or old wt mice and observed that Tifly
mRNA was down-regulated during aging (Fig. 24). To measure
Tifly expression at the clonal level, single-SLAM cell gene ex-
pression analysis was performed as previously described (30).
Although Tifly mRNA was detectable in more than 75% of
these cells in young mice, only 37% of the clones in old mice
expressed Tifly (Fig. 2B). Among the clones showing detectable
levels of Tifly, the relative expression was found to be down-
regulated during aging (Fig. 2C). Because the Tifly promoter
contains a CpG-rich region, we analyzed the DNA methylation
level of the Tifly promoter obtained from the DNA of sorted
LSK cells of young and old mice, but no methylation was detected
on the studied CpGs (SI Appendix, Fig. S84). Quantitative chro-
matin immunoprecipitation assays on LSK cells revealed that
global levels of acetylation of histone H3 at lysine 14 were

. Fig. 1. Young Tif1y™ mice developed a premature aging

phenotype. (A) Percentage of Lin~ cells, HSCs (LSK; cKit*
Sca1®), and LT-HSCs (SLAM; LSK CD48°CD150%) hemato-
poietic cellsin total BM from 4-mo-old Tifty~"~ mice (Tif1y~)

gé and 20-mo-old (old) or 4-mo-old (young) wt mice (one dot =
A

one mouse). Means (n = 10 mice); error bars represent SEM.
(8) Number of WBCYmm?® of PB and quantification of SLAM
potency to generate WBCs (n = 20-35 mice). (C) Lymphoid
and myeloid cells in WBGs (%). Myeloid cells (% Mac1*Gr1%).
Lymphoid cells =B (% CD19*CD3") + T8 (% CD3*(D8) + T4
(% CD3*CD4") (n = 16-20 mice). (D) Total count of myeloid
cells (hemocytometry) in PB from wt mice at different ages,
younger than 18 mo (n = 74) and older than 18 mo (n = 43).
(€) Total count of myeloid cells (hemocytometry) in PB from
Tif 14~ mice younger than 4 mo (n = 45) and older than
4 mo (n = 48). Percentage of mice for which the total count
of myeloid cells was more than 2,500 x 10%mm? isreported.
(F) Mice were divided into three groups, according to

"‘W“;W"“"’ whether they showed inareased monocytes (mono), gran-
'ﬁ[;‘,,, ulogytes (granulo), or monocytes plus granulocytes (mono+

granulo). Monocytes and granulocytes measured (%) by
hemocytometry in PB.
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Fig.2. HSCs isolated from old mice exhibited lower level of Tiffy mRNA. (4)
Tifty mRNA expression in 200 SLAM cells isolated from BM of 2-mo-old or
20-mo-old wt mice. Means (n = 10 mice); error bars represent SEM. (B) TifTy
mRNA expression (RT-quantitative PCR) in 48 single SLAM cells isolated
from BM of 2-mo-old, 8-mo-old, or 20-mo-old wt mice. The cyde threshold
(Ct) and percentage of SLAM cells for which Tifly mRNA expression was
detected are shown. (C) Relative expression among the population of single
SLAM cell expressing Tifly. Means are shown; error bars represent SEM.

markedly decreased on the promoter of Tifly in old HSCs (S/
Appendix, Fig. S8B). Collectively, these results demonstrate
that the down-regulation of Tifly correlates with posttranslational
modifications of histones.

Tifty ™'~ HSGs Exhibit Stem Cell-Autonomous Parameters of HSC Aging
and Are Myeloid-Biased To determine whether Tifly™™ HSCs
support stem cell-intrinsic mechanisms of HSC aging, we carried
out competitive transplantation assays with SLAM cells isolated
from Tifly”'~ CD45.2 mice transplanted into young CD45.1
wt mice. HSCs isolated from young Tifly™~ and old wt mice
exhibited myeloid-biased differentiation, which is characterized
by an expanded production of granulocytes and monocytes, as
well as a decreased percentage of B and T lymphocytes (Fig. 34).
These changes in mature hematopoietic cells were associated
with profound alterations of early hematopoiesis in BM. Twenty-
four weeks after transplantation, the proportions of donor-
derived megakaryocyte-erythroid progenitors, common myeloid
progenitors, and common lymphoid progenitors were signifi-
cantly reduced, whereas donor-derived granulocyte-monocyte
progenitors were found to have proliferated (Fig. 3B). Pre/proB
and proE in Tifly”~ BM also displayed identical behavior with
those in ghysiologically aged BM (SI Appendix, Fig. $9). Tifly™"~
and old SLAM cells exhibited decreased reconstitution potential
in BM compared with young SLAM cells (Fig. 3C). This also
corroborates the deficient fitness observed in HSCs during aging.
Together, these results indicate that Tifly deficiency leads to
a cell-autonomous reduction in the ability of long term (LT)-
HSCs to generate the earliest lymphoid and erythroid progeni-
tors and in their capacity to produce more myeloid progenitors,
which is phenotypically consistent with the aging of HSCs. We
next carried out a clonal analysis of HSC expansion by trans-
planting single SLAM cell into lethally irradiated recipient mice
together with support cells depleted from Sca-1* HSCs. Long-
term reconstitution was characterized 16 wk after trans-
plantation, and the contribution of the clone was subdivided
according to the granulocytes+monocytes/(B+T lymphocytes)
[GM/(B+T)] ratio observed in PB to discriminate myeloid-
dominant from lymphoid-dominant clones (13, 14). Myeloid-
dominant clones represented 25% of the clones in young mice,
and this population of myeloid-biased SLAM cells was found to
be markedly increased in old wt and young Tifly™" mice; that is,
these myeloid-restricted SLAM cells corresponded to 74% and
89% of the clones, respectively (Fig. 3D). Moreover, although
myeloid-biased clones exhibited low contributions to the total
circulating WBC (0.1-5%), lymphoid clones showed higher con-
tributions (>5%). This finding provides evidence that Tifly finely
controls the proportion of lymphoid/myeloid-derived HSCs.

Tifty Regulates the Tgfbr1 Level on HSCs. Direct molecular studies
of HSCs are hampered because of their low number in hema-
topoietic tissues. Thus, to elucidate a definite functional role for
Tifly, we immortalized Tifly™ HSCs (Fig. 44). We purified

10594 | www.pnasorgkgidoi/10.1073/pnas.1405546111

LSK cells, which are enriched in HSCs and transduced them with
the retroviral construct encoding the NUP98-HOXA9 oncogene.
Wt HSCs were also isolated to immortalize control HSCs. Both
cell lines were easily grown in medium supplemented with IL-3,
IL-6, and stem cell factor (SCF). Because Tifly has been shown
to affect cell response to the TGF- superfamily in different
tissues (4, 16-18), we administered recombinant TGF-B1 to the
cells. It turned out that this ligand had a considerable anti-
proliferative effect on the Tifly~”'~ line, but not on the wt line
(Fig. 4B), thus supporting the hypothesis that loss of Tifly would
make HSCs more sensitive to TGF-p1. Tifly has been described
as acting as an E3 ubiquitin ligase on Smad4 to regulate the
TGF-p pathway (16, 17). We decided to test the administration
of recombinant Activin A, also known to stimulate Smad4 sig-
naling (31). Interestingly, exposure to Activin A did not have an
antiproliferative effect on Tifly™~ cells (Fig. 4B). Therefore, the
increased sensitivity of the Tifly™ line to TGF-pl cannot be
explained by the control of the intracellular level of Smad4
protein by Tifly. This is corroborated by the fact that Smadd was
not differentially expressed in the Tifly™”~ line compared with
the wt line (Fig. 4C). Although the Tifly™'~ line was only sen-
sitive to TGF-p1 and not to Activin A, we examined the protein
expression of the TGF-p receptor 1 (Tgfbr1, AlkS). Surprisingly,
its expression was more than 4 times greater in the Tif 1y line
compared with in the wt line (Fig. 4 C and D). As both cell
lines expressed the same level of Tgfrl mRNA (Fig 4E),

we hypothesized a posttranscriptional regulation of /gtbrl.
Indeed, the Tgfbrl protein was very stable in the Tifly™ line
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Fig.3. Tif1y™"~ HSCs showed stem cell-intrinsic parameters of HSC aging. (A)
Long-term competitive reconstitution assay in recipient mice transplanted
with 100 SLAM cells isolated from 4-mo-old Tif1y~"~ or 20-mo-old or 4-mo-
old wt donor mice (n = 7 redpients). Monocytes (mono; Mac1*Gr1"), gran-
ulogytes (granulo; Mac1*Gr1™), B lymphocytes (B; CD19*CD3), T lymphocytes
(T = T8 + T4; (D3*(D8* + (D3*(D4"). (8, C) donor-derived HSCs and pro-
genitors (%) in the BM of mice that were long-term reconstituted with 100
SLAM cells 24 wk after transplantation (n = 7 recipients). (D) Long-term re-
constitution assay in PB of redpient mice transplanted with single SLAM cell
isolated from Tif 1y~ (n = 25 recipients) or old (n = 20) or young (n = 45) wt
donor mice. Sixteen weeks posttransplantation, clones were subdivided
according to their contribution to the circulating myeloid/lymphoid cells
(number of clones are in parenthesis). Myeloid cells (Mac1*Gr1*), B lym-
phocytes (CD19°CD37), and T lymphocytes (CD3*CD8* + CD3*(D4%). Mye-
loid-biased (My) clones display more than 50% myeloid/lymphoid cells,
whereas lymphoid-derived (Ly) clones display fewer than 50% myeloid/
lymphoid cells.
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Fig.4. Tifly™~ HSCsexpressed higher levels of the TGF-1 receptor, which is
not polyubiquitinylated. (A) Strategy for immortalizing Tif1y™~ and wt HSCs
with the NUP98-HOXAS oncogene. (8) Growth of Tifly™~ and wt lines with
administration of recombinant TGF-fi1 or Activin A (10 ng/mL) after 7 d of
culture. (C) WB and quantification of several key proteins of the TGFi
pathway using total proteins from Tif1y”~ and wt lines. Mean proportions
are shown (n = 3); error bars represent SEM. (D) Quantification of Tafbr1 by
FACS. Staining with isotype control antibody IgG is shown. (E) qPCR of
Tgfbr! mRNA in Tif1y™ and wt lines (n = 3). (F) Immunoprecipitation with
anti-Tgfbr1 followed by WB with anti-Ubiquitin, using total proteins from
Tif1y™~ and wt lines treated with MG132, a proteasome inhibitor, for 4 h
(n = 2).

(ST Appendix, Fig. S10). In addition to its role as a transcription
factor, Tifly is known to display polyubiquitin ligase activity
(16, 17). To determine whether Tifly could regulate Tgfbrl
through ubiquitinylation, both lines were treated with MG132,
a proteasome inhibitor. Pull-down assays showed that poly-
ubiquitinylation of Tgfbr1 in the Tifly™~ line was lower than
that in the wt line (Fig. 4F). Thus, Tifly regulates the TGF-p1
receptor turnover via its ubiquitin ligase activity.

Tgfbr1 Level Is Increased on SLAM Cell Isolated From Young Tifty ™'~
and Old WT Mice. To establish a correlation between the increased
level of Tgfbrl in Tifly”~ HSCs and physiological aging of
HSCs, we isolated SLAM cells from Tifly”'~ mice and old or
young wt mice. Tgfbrl expression demonstrated that SLAM cells
harboring high levels of the TGF-p1 receptor (Tgfbr1™ cells)
were positive for phospho-Smad2/3, which mndicated greater ac-
tivation of the TGF-p pathway (Fig. 5). A higher percentage of
the Tefbr1™ SLAM cell subset was observed in Tifly™~ (48.8%)
and old wt SLAM (47.2%) cells than in young wt SLAM
cells (22.1%).

Tifty™"~ and 0ld HSCs Are Very Sensitive to TGF-f Signaling. We gave
three i.p. injections of 5 pgkg TGF-p1 24 h apart and analyzed
PB 48 h after the last injection. As reported (22), exposure to
TGF-p1 stimulated myeloid-HSCs with a significant increase in
myeloid cells in young wt mice (Fig. 64). In contrast, we ob-
served a striking reduction in myeloid cell production in both
Tifly ™" and old mice treated with TGF-p1 (Fig. 64). The TGF-§
signaling pathway has long been implicated in regulating HSC
quiescence (19, 20, 32). Although Tifly™"~ and old HSCs
expressed high levels of Tgfbrl, we analyzed the effect of high
dose of TGF-p1 on HSCs. We also observed an increased pro-
portion of dormant HSCs in BM from Tifly™~ and old mice
treated with recombinant TGF-f1, whereas the treatment did
not affect the quiescence of young HSCs (ST Appendix, Fig. S11).
TGF-p is generally cataloged as one of the most potent inhibitors
of HSC growth (31). Several molecular mechanisms have been
proposed to account for TGF-f-mediated growth inhibition,
including up-regulation of cyclin-dependent kinase inhibitors,
among which p57 has been identified as the most significantly
up-regulated by TGF-p (19). After injection of recombinant
TGF-B1 in vivo, HSCs exposed to a high level of TGF-p1 were
analyzed ex vivo, and we observed an important up-regulation of
p57 in Tifly™ and old HSCs compared with young HSCs (S/
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Appendix, Fig. S12). Although Tifly™~ and old HSCs expressed
a high level of Tgfbrl, they were more sensitive to TGF-p signaling
under a high dose of TGF-f1 and were subject to antiproliferative
effect and became more dormant in BM, which explains the
reduced number of myeloid cells in PB. A high level of TGF-$1
has therefore rescued the biased myeloproliferation in old and
Tifly™" mice. Importantly, this effect was reversed on addition
of the TGF-§ type I receptor inhibitor SB431542, which is known
to remove HSCs from their quiescence, and therefore intensified
the myeloproliferation in Tifly™~ and old mice (SI Appendix,
Fig. S13). To accurately assess the in vivo response of HSCs to
TGF-f1, we competitively transplanted 200,000 CD45.2 BM cells
isolated from Tifly™~, old or young mice, with 200,000 CD45.1
young supported BM cells. After stable hematopoietic recon-
stitution (12 wk posttransplantation), the mice were injected
with 5 pg/kg TGF-p1 (Fig. 6B8). TGF-p1 caused a slight expansion
of the young donor Flopulation and significantly affected the
expansion of both Tifly”~ and old donor cells. Furthermore,
although the injection of TGF-f1 produced a significant stimu-
latory myeloid proliferation of the young donor cells, it blocked
the myeloid proliferation of both Tifly '~ and old donor cells.

Identification of Myeloid-Biased HSCs Expressing a High Level of
Tofbr. To provide evidence of heterogeneity and to discrimi-
nate HSCs according to Tgfbrl I;c'n‘?i\;esqion, we prospectively
isolated two subpopulations of S cells expressing Tgfbrl
with either high (Tefbr1™) or low (Tefbr1") rates (Fig. 7A2.
Remarkably, 7ifly mRNA expression was decreased in Tgfbrl ;
SLAM cells (Fig. 7B). Sorted cells were isolated from CD45.1
mice and transplanted in a competitive manner into CD45.2
mice. Sixteen weeks after transplantation, Tgfbr1" SLAM cells
showed a significantly lower contribution to the total circulating
WBC, with 13% versus 35% obtained with Tgtbrl"’ SLAM cells
(Fig. 7C). Although Tefbr1'® SLAM cells reconstituted both
myeloid and lymphoid lineages, Tgfbr1™ SLAM cells exhibited
myeloid-biased differentiation, which is characterized by the
exclusive production of myeloid cells in PB and very low re-
constitution of both B and T lymphoid lineages (Fig. 7D).
Tgfbr1™ SLAM cells displayed an increased propensity to gen-
erate more granulocyte-monocyte progenitors and a reduced
capacity to produce the earliest common lymphoid progeni-
tors and megakaryocyte-erythroid progenitors (S/ Appendix, Fig.
S14). When we analyzed BM from mice reconstituted with either
Tefbr1' or Tgfbr1™ SLAM cells, donor Tgfbr1' SLAM cells
were twice as represented as Tgfbr1"™ SLAM cells (Fig. 7E),
indicating that Tgfbr1"™ SLAM cells displayed a reduced pro-
pensity to reconstitute the hematopoietic system under com-
petitive transplantation settings. However, the percentage of
donor-derived Lin~ cells did not show any significant difference
(Fig. 7F). Therefore, Tgfbr1" SLAM cells produce more donor-
derived progenitors. In conclusion, Tgfbr1" SLAM cells share
several features with SLAM cells isolated from both old and
Tifly™'~ mice. Tgfbr1 is a novel positive marker of myeloid-
derived HSCs (Fig. 7G).

Discussion
We confirmed reports describing an alteration in the composi-
tion of the HSC compartment during aging and provided support
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Fig. 5. Tifly” and old HSCs expressed a higher level of the TGF-§i1 re-
ceptor. Quantification (FACS) of SLAM cells expressing high levek of Tgfbr1
(Tgfbr1™) from 4-mo-old Tif 1y~ mice (Tif1y~) or 20-mo-old (old) or 4-mo-
old (young) wt mice (n =5 mice). Means are shown; error bars represent
SEM. Cells were directly analyzed ex vivo without any stimulation.
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Fig.6. Tif 1y~ and old HSCswere extremely sensitive to TGF+f signaling. (A)
Mice received three injections of 5 pg/kg TGF-fi1, 24 h apart, and PB was
analyzed 48 h after the lastinjection. PBS1x was used as control (mock). Data
show the percentage of myeloid cells (Mac1*Gr17) for three mice in each
group. (8) Effect of the recombinant TGF-fi1 injected in young redpient mice
reconstituted with Tif1y™"= BM (Tif 1y™') or old or young wt BM at 12 wk.
Mice (n = 6) were monitored before the TGF-ji1 treatment (t0) or after in-
jection (TGF-p1). Myeloid cells (Mac1*Gr1%), B lymphocytes (CD19°CD3"), and
T lymphocytes (CD3CD8* + CD3*CD4%).

to the idea that aging modifies the clonal composition of the
HSC compartment because of a relative expansion of myeloid-
biased HSCs (13, 14, 22, 33, 34). We proved that young Tifly™~
HSCs supported stem cell-autonomous parameters of HSC ag-
ing. When HSCs were transplanted into recipient mice, they
exhibited similar properties of deficient competitive fitness, re-
duced ability to produce lymphoid and erythroid progenitors,
and increased capacity to generate more myeloid progenitors.
In our single-cell transplantation assay, myeloid-biased clones
did not contribute much to WBCs (0.1-5%), whereas lymphoid/
myeloid-balanced clones made a greater contribution (>5%).
This finding underlines the small contribution of SLAM cells in
old and Tifly™ mice to total circulating WBC compared with
the higher contribution of young SLAM cells.

We demonstrated for the first time to our knowledge that two
populations of HSCs coexist, depending on the level of expres-
sion of the TGF-f1 receptor. Remarkably, using Tgfbrl as a
marker to discriminate between HSC-containing populations in
transplantation studies, we provided evidence of the capture of
myeloid-biased (Tgfbr1" HSCs) and myeloid-lymphoid-balanced
HSCs (Tgfbr1® HSCs). We found that myeloid-biased Tgfbr1"
cells became the dominant HSC subtype in young Tif1y™™ mice,
which developed a premature hematopoietic aging phenotype,
and in old mice during physiological hematopoietic aging. In-
deed, in young mice, one fifth of the SLAM cells expressed
Tefbr1", whereas this proportion increased significantly to reach
almost half of HSCs in both Tifly™~ and old wt mice. Tgfbr1"
SLAM cells generated more progenitors in BM, but those pro-
genitors have reduced contribution to the total circulating WBC.

Important hematopoietic growth factor receptors were re-
pressed in Tifly™~ and old HSCs. Remarkably, some of them
are known to be down-regulated by TGF-p1. First, the expression
of IL-3 and IL-6 receptors is inhibited by TGF-B1 (35, 36), and
both IL-3 and IL-6 are markers in the differentiation/activation
of lymphocytes. Second, TGF-pl is known to transcriptionally
repress the class IT transactivator, which down-regulates the class
IT MHC expression (37, 38). Third, TGF-pl inhibits the TFN-
induced signaling (12, 39). Notably, the IFN-inducible gene Irf8
has been identified as one of the most relevant down-regulated
markers in aging HSCs (40), and Irf8~"~ mice had significantly
increased myeloid cell number (41). In conclusion, increased

10596 | www.pnasorgkgi'doi/10.1073/pnas.1405546111

TGF-p signaling reduces the expression of further signaling
growth factors and potentiates myeloid cell commitment.

Tif1y can act as an E3 ubiquitin ligase on Smad4 to regulate
the TGF-p pathway (16, 17). We therefore tested the effect of
two ligands (TGF-1 and Activin A) that activate Smad4 sig-
naling (31, 42) and showed that the increased sensitivity of
Tifly™" hematopoietic cells to TGF-p was not related to in-
tracellular Smad4 protein, and that Tifly"' cells were only
sensitive to TGF-B1 and not to Activin A. We revealed that Tifly
regulates the TGF-p signaling by controlling the level of the
TGF-p receptor 1in hematopoietic cells. Even though Tifly has
been reported to act as a crucial regulator of transcription during
hematopoiesis (3, 5), we found no evidence of transcription
regulation of the Tgfbr! gene in Tifly'"' hematopoietic cells.
Nevertheless, we highlighted that Tifly modulated Tgfbrl poly-
ubiquinylation and turnover. Importantly, TGF-f1 receptor sig-
naling and turnover have been reported to be controlled by other
E3 ubiquitin ligases in several tissues (43, 44).

The accumulation of DNA damage is a marker of HSC aging
(23, 24). Tifly is required for efficient DNA repair, as Tifly-
deficient cells show enhanced sensitivity to DNA damage (45).
During aging, HSC expressed lower levels of Tifly and conse-
quently increased frequency of histone yH2AX DNA repair. Our
study also suggests that the role of Tifly on the Tgfbr1 regulation
was probably not directly involved in DNA damage response but,
rather, only in the control of the myeloid HSC expansion.
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Fig. 7. High expression of Tgfbr1 affords the capture of myeloid-derived
HSCs. (A) Strategy for isolation of Tafbr1* and Tgfbr1™ SLAM cells from
4-mo-old donor mice. (8) Quantification of Tifly mRNA (gPCR) in the two
subpopulations. Means are shown (n =5 mice); error bars represent SEM. (C)
Donor contribution in PB (%WBC) of recipients transplanted either with 30
Tafbr1* or Tgfbr1™ SLAM cells at 16 wk. Representative FACS plots, means
(n =5 recipients); error bars show SEM. (D) Lineage distribution in PB at
16 wk. Myeloid cells (myelo; Mac1*Gr1*), B lymphocytes (B; CD19°CD3"),
T lymphocytes (T8; CD3*CD8* and T4; T4, CD3*(D4*). Representative FACS
plots, means (n = 5 recipients); error bars show SEM. (€, F) Representative
FACS plots of donor SLAM () or Lin™ celk (F) in BM of mice, reconstituted
with 30 Tafbr1* or Tgfbr1™ SLAM, 16 wk after transplantation. Means(n =5
mice); error bars represent SEM. (G) lllustration of the heterogeneity observed
among SLAM cells that can be subdivided in Tgfbr1* and Tgfbr1™ cells.
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The injection of a high dose of TGF-f1 significantly stimulates
myeloid proliferation of young donor cells (22). Our data cor-
roborated this when young recipient mice were treated with high
dose of TGF-p1. In old wt and young Tifly™~ mice, HSCs
expressed a higher level of the TGF-f1 receptor, indicating their
greater sensitivity under a physiological level of TGF-p. As a
consequence, this leads to myeloid proliferation at low rate of
TGF-p. Conversely, under a high dose of TGF-1, Tifly™~ and
old wt myeloid HSCs become too sensitive to TGF-pl, stop their
proliferation, and enter quiescence.

In summary, this study unveils an unsuspected role for Tif1y in
controlling TGF-p receptor 1 signaling to finely control the
proportion of lymphoid/myeloid-derived HSCs and suggests
more broadly its mechanistic role in HSC aging through the
TGF- signaling pathway. Changes in the biological function
and decreased fitness of old HSCs have been directly linked to
the development of several hematological disorders. Here, we
characterized the first Iphysiological step that may lead to the
development of a myeloproliferative disease in Tifly™~ mice
through the premature aging of HSCs.

Materials and Methods

Tifty™" mice were genotyped according to described procedures (6). Purified
cells were sorted at indicated doses and mixed with 2 x 10° unfractionated
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support BM cells from a congenic strain. For single-cell transplantation,
recipient mice were transplanted with Sca-1-depleted support BM cells. Cells
were transplanted into the tail vein of lethally irradiated (900¢Gy) recipients.
PB was collected from the tail vein. Erythrocytes were lysed with NH,Cl, and
remaining WBCs were analyzed by FACS. Hematologic cells were counted
using a hemocytometer (SCIL Vet ABC®). Three doses of 5 pg/kg TGFi1 at
24 h apart (22) were injected into the tail vein of Tif1y~"~, old and young
mice, or in secondary recipients, 12 wk posttransplantation. PB or BM were
then monitored 48 h after the last injection. Statistics, molecular, bi-
ological, and other analyses were performed as described in S/ Appendix,
Materials and Methods.
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Supplementary Material and Methods

Isolation of BM cells from mice and transplantation

C57Bl/6 (CD45.2) and congenic B6.SJL (CD45.1) mice were kept in the Animal
Facility at the University of Burgundy. The Ethics Committee for Animal Welfare of the
University of Burgundy approved all animal experiments. Tifly”™ mice were genotyped
according to previously described procedures (1). Purified cells were sorted at indicated doses
and mixed with 2x10° unfractionated support BM cells from a congenic strain. For single cell
transplantation. recipient mice were transplanted with Sca-1-depleted support BM cells. The
cell suspension was transplanted into the tail vein of lethally irradiated (900 c¢Gy) recipients.
PB was collected from the tail vein. Erythrocytes were lysed with NH4Cl and the remaining
cells were stained with conjugated antibodies for FACS analysis. Hematopoietic cells were
counted using a hemocytometer (SCIL Vet ABC"). Three doses of Sug/Kg TGF-B1 at 24h
apart (2. 3) were injected into the tail vein of Tifly”. old and young mice or in secondary
recipients, 12 weeks post-transplantation. PB or BM were then monitored 48h after the last
injection. Mice received two intraperitoneal injections of 4umol/Kg of the SB431542 (R&D).
Animals received two injections of the inhibitor, 24h apart. and PB was analyzed one week
after the last injection.

Flow cytometry and sorting

Magnetically lineage-depleted BM cells (Miltenyi) were stained in PBS1x with
combinations of antibodies. For the lineage staining in bone marrow, ¢-Kit-PE-Cy7. CD34-
APC, CDI135-PE, CD48-PE, CD48-BV421. CD16/32-FITC, IL7Ra-PE-CF594 antibodies
(BD Biosciences) and CD150-APC, Sca-1-APC-Cy7 antibodies (Biolegend) were used. For
the lineage staining in peripheral blood. CD4-PE-CF594. CD8-APC. Macl-APC-Cy7. Macl-
PE-Cy7, GR-1-FITC, GR-1 PE antibodies (BD Biosciences) and CDI19-PE. CD3-PB
antibodies (Biolegend) were used. To separate donor cells from support and recipient cells,
CD45.2 (Ly.2)-FITC. CD45.2 (Ly.2)-PE-Cy7. CD45.1 (Ly.1)-FITC and CD45.1 (Ly.1)-PE-
Cy5.5 antibodies were used (BD Biosciences). Ki67 Flow Kit was used for cell cycle analysis
(BD Biosciences). Mice were injected intraperitoneally with 100uL of 10mg of BrdU/mL and
sacrificed 24 hours after the injection. Immunofluorescent staining was performed with anti-
BrdU antibody. using the cell proliferation kit (BD Biosciences). YH2AX staining was
performed using the DNA damage kit (BD Biosciences). The TGF-P signaling pathway was
studied with phospho-Smad2/Smad3-PE-CF594 (BD Biosciences). Tgfbrl-PE (clone 141231,
R&D). and Tgfbrl (clone ab31013, Abcam) antibodies with secondary anti-rabbit AF488 or
anti-rabbit-PE (Life technologies). For the lineage staining of pre-B. pro-B and pre-pro-B on
total bone marrow, c¢-Kit-PE-Cy7. B220-APC-Cy7, IL7Ra-PE-CF594 and AA4.1-FITC
antibodies (BD Biosciences) were used. For the staining of proE. basoE. chromaE and orthoE

142



on total bone marrow. CD71-PE and biotinylated Ter119 antibodies (BD Biosciences) were
used. Biotinylated Terl19 was identified using streptavidin V500 (BD Biosciences). To
analyze receptors on LSK. we used FITC antibody anti-MHC class II (Miltenyi). and
biotinylated antibodies anti-TNFR type I'p55, anti-TNFR type II/p75. anti-IFN-yRa. anti-
IFN-a/BR1. anti-IL-6Ra and anti-IL-3Ra (Biolegend). FITC Streptavidin (Biolegend) was
used to detect biotinylated antibodies. AF488-conjugated Cholera Toxin Subunit B (Sigma
Aldrich) was used to stain lipid rafts. Cells were analyzed on a FACS LSRII flow cytometer
(BD Biosciences). Cells were sorted on a FACS Aria cell sorter (BD Biosciences). Data were
analyzed using FlowJo software (TreeStar Inc).

Immunostaining

For DNA damage analysis, SLAM cells were sorted on glass slides and stained with
the YH2AX-AF488 antibody (BD Biosciences) and DAPI (BD Biosciences) using a kit for
intra cellular staining (BD Biosciences). DNA foci were quantified by microscopy (Leica
DM-IRB. magnification x40). For endosteal location of HSCs in bone marrow. one hundred
SLAM cells were isolated from 4-month-old Tifly” mice (Ly.2). 20-month-old or 4-month-
old wild type mice (Ly.2) and transplanted into lethally irradiated recipient Ly.1 mice. Twelve
weeks after transplantation. mice were euthanized and femur fixed and decalcified with
Decalcifying Solution-Lite (Sigma). Bone marrow frozen sections were analyzed by
immunostaining (CellimaP. Dijon) with a biotinylated anti-CD45.2 (Ly.2) antibody and
streptavidin-PE.

RNA-Seq

For high-throughput mRNA sequencing (RNA-seq). we sorted and pooled 200.000
LSK from five Tifly” mice, five 20-month-old wt mice and ten 4-month-old wt mice. Wt
mice used were littermate controls. RNA was extracted (RNeasy Mini Kit. Qiagen) and
concentrated (RNeasy MinElute Spin Columns, Qiagen). RNA-seq was performed by the
ProfileXpert platform (University of Lyonl. France). RNA was quantified (Qubit, Life
technologies) and quality was monitored using a Bioanalyzer (Agilent Technologies).
Libraries were generated with 200ng of total RNA using the TruSeq RNA Kit (TruSeq SR
V3, Illumina) and sequencing was performed on a HISeq 2000 using the TruSeq SBS
Version3 kit (Illumina). which generate 51bp single reads. For each library. more than 75
millions of reads were generated. Analysis of RNA-seq for differential gene and transcript
expression was done following TopHat and Cufflinks informatics procedures (4). Genes were
called differentially expressed when p<0.25. The RNA-seq data have been deposited in the
NCBI Gene Expression Omnibus (GEO) (http://nebinlm.nih.gov/geo) and can be found at
accession number GSE57396.

Retroviral transduction

NUP98-HOXA9 (MSCV-IRES-GFP) retroviral vector was transfected into Phoenix
Ampho cells (Nolan laboratory) and supernatants were harvested for infection of FACS-
sorted LSK isolated from Tifly'/' or wt mice. HSCs expressing GFP were sorted and
maintained in culture for immortalization in SFEM medium (MethoCult, StemCell
Technologies) supplemented with mIL3. mIL6 and mSCF (Miltenyi). Immortalized lines
were treated with 10ng/mL of the recombinant TGF-B1. Activin A (R&D). 10uM of MG132
(R&D). 50pg/mL of cycloheximide (Sigma-Aldrich).

Western blot and Immunoprecipitation
Antibodies used for Western blotting were anti-Tgfbrl (clone 141231, R&D). anti-
Tgfbr2 (clone 129502, R&D). anti-Smad2 (clone D43B4, Cell Signaling). anti-Smad4 (9515,
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Cell Signaling). For immunoprecipitation, anti-Tgfbrl (clone ab125310, Abcam) was used.
and followed by a Western blot using the anti-Ubiquitin (clone P4D1., Cell Signaling)
monoclonal antibody. Gel images were analyzed with Image] Version 1.43 (NIH) for
quantification.

qPCR analysis

Populations of cells (200 cells) or single cells were sorted into lysis buffer (RNA
extraction kit from Qiagen) and Reverse Transcription was done directly without mRNA
extraction. according to a previously described protocol) (5). qPCR experiments were carried
out using the ABI7900HT system (Applied Biosystems). with the following TagMan assays:
Mm01308689 for Tifly. Mm00436964 for Tgfbrl. Mm03024075 for Hprt and Mm03928990
for 18s. A quantitative PCR method was used to measure absolute telomere length (6). Rtell
qPCR was done using the forward primer: 5’-CAGACAAGGTCAGTTTAGACTCCA-3" and
reverse primer: 5’-CAAGCAGCAGTTTGAGGACA-3". p57 with the forward primer: 5°-
CAGGACGAGAATCAAGAGCA-3’ and reverse primer: 5’-GCTTGGCGAAGAAGTCGT-
3°. Actin with the forward primer: 5’-ATGGAGGGGAATACAGCCC-3’ and reverse primer:
5-TTCTTTGCAGCTCCTTCGTT-3".

Methylation of the Tifly promoter

Genomic DNA (500ng) was purified from HSCs (LSK population) isolated from five
4-month-old and 20-month-old wild type mice. DNA was modified with sodium bisulfite
using an EpiTect Bisulfite kit (Qiagen). Bisulphite-treated DNA (25 ng) was subsequently
used as template for PCR amplification using the Pyromark PCR kit (Qiagen) prior to

pyrosequencing with the following primers: Amplicon-1: 5°-
GATTGAGGTGGTGAGGATAG-3’ and reverse 5-
ACCCCAAAAATCTCCAAATATAAACTCCTA-3": Amplicon-2: 5°-

TGTAAGTGGTGGGGGGAATTT-3" and 5’-ACCACCCCACTAAAATTATATAACTC-3".
Pyrosequencing reactions were performed in the PyroMark Q24 System (Qiagen) with the
PyroGold SQA reagent kit according to the manufacturer’s instructions (Pyrosequencing AB.
Uppsala, Sweden) and wusing one sequencing primer on amplicon 1 (5°-
AGGATAGTTAGTTGGTTTA-3") and three sequencing primers on amplicon 2 (5°-
CTAAATCTCTATAATATAACTACTA-3". 5’-AAAAAACATACAAAAATAAAAAACC-
3" and 5°-CCACCCCCAAAACTTCACCTATC-3"). The biotinylated PCR products were
purified and denatured wusing the Pyrosequencing Vacuum Prep Tool (Qiagen).
Pyrosequencing was performed on a Pyrosequencer Q24 (Qiagen). DNA methylation level
was calculated as ratio of the C to T peaks at a given CpG site in pyrograms using the
Pyromark Q24 Software v.2.0.6 (Qiagen).

ChIP assay

ChIP was performed as previously described (1. 7) with antibodies against acH4K 16,
acH3K14, me2H3K4 and me2H3K9 (Upstate Biotechnology). qPCRs were carried out on the
ABI7900HT system (Applied Biosystems). with the following primers used to amplify
regions of the promoter locus of Tifly: (-217) 5’-GCCCTGGCATCTCTGTTTAG-3" and (-
86) 5’-CACACACCCCAAAAGTCTCC-3’ (Eurogentec).

Lipidomic study

Quantification of ceramides. phosphatidylcholine, lyso-phosphatidylcholine,
sphingomyeline. phosphatidylserine. phosphatidylinositol, phosphatidylethanolamine and
plasmalogens-phosphatidylethanolamine were performed by LC/MS/MS. Lipids were
extracted from 3x10° lineage depleted BM cells and analyzed by mass spectrometry by the
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Lipidomic  Analytical Platform  (Universit¢é de Bourgogne. Dijon. France).
Dimyristoylphosphatidylcholine, 19:0 lyso-phosphatidylcholine, d18:1/17:0 sphingomyelin,
dimyristoylphosphatidylserine, ~dimyristoylphosphatidyl ethanolamine and d18:1/17:0
ceramide (all purchased from Avanti Polar Lipids) were used as internal standards. and
50mg/L of butylated hydroxytoluene were added to the solvent. The chloroformic phase was
evaporated and dried extracts were dissolved in 200uL of chloroform/methanol/water
(60/30/4.5 v/v/v) and 2 to Sul were further analyzed by LC/MS/MS. For ceramides.
chromatography was performed on a Poroshell C8 4.6x100mm 2.7um column (Agilent
Technologies) installed in a 1200 HPLC (Agilent Technologies) with a binary gradient of
solvent A (ImM Ammonium Formate. 0.2% formate in water) and solvent B (ImM
Ammonium Formate. 0.2% Formate in methanol). Elution was performed at a flow-rate of
0.3mL/min. For the other lipids. chromatography was performed on a Zorbax Eclipse C18
2.1x100mm 1.8um column (Agilent Technologies) installed in a 1200 HPLC (Agilent
Technologies) with a binary gradient of solvent A (10mM Ammonium acetate, ImM acetic
acid in water/methanol 60/40 v/v) and solvent B (10mM Ammonium acetate, lmM acetic
acid in isopropanol/methanol 90/10 v/v). Elution was performed at a flow-rate of
0.25mL/min. Positive electrospray ionization mass spectrometry was performed on a triple
quadrupole mass spectrometer (QQQ 6460: Agilent Technologies). Acquisition was achieved
in Multiple Reaction Monitoring (MRM) mode.

Simultaneous  quantification of  hydroxyoctadecadienoic  acids (HODE).
hydroxyeicosatetraenoic acids (HETE) were done by LC/MS/MS and cholesterol. 7-total
hydroxycholesterols by GC/MS. Epicoprostanol (10pg. Sigma). 7p-hydroxycholesterol-d7
(100ng. Avanti Polar Lipids). 13-HODE-d4 (10ng, Cayman) and 15-HETE-d7 (5ng. Cayman)
were used as internal standards. HODE and HETE were quantified in MRM negative ESI
mode using a triple quadrupole mass spectrometer (QQQ 6490: Agilent Technologies).
Quantification of sterols was performed using a HP6890 Gas Chromatograph equipped with
an HP7683 Injector and a HP5973 Mass Selective Detector (Agilent Technologies).
Chromatography was performed wusing a HP-5MS fused silica capillary column
(30mx0.25mm inner diameter, 0.25mm film thickness. Agilent Technologies). The GC-MS
conditions were as follows: carrier gas, helium at a flow-rate of 1.ImL/min: injector
temperature, 250°C: oven temperature 180°C. increased at 10°C/min to 260°C. then at
1°C/min to 280°C and held for 5min. The mass spectrometer was operated under electron
impact mode (70eV). The ion source and quadrupole temperatures were set at 230°C and
150°C, respectively. Data were acquired in selected ion-monitoring mode. The ions (m/z)
used for the quantification of cholesterol. epicoprostanol. 7-hydroxy-cholesterols and 7f-
hydroxycholesterol-d7 were 368.3. 370.3. 456.3 and 463.3. respectively. Calibration curves
were obtained from authentic standards (Avanti Polar Lipids) treated as samples.

Statistics

All data are expressed as the mean = SEM. Differences between two groups were
assessed by Student’s unpaired t test and differences between three groups by one-way
ANOVA. followed by a Tukey’s multiple comparison test. Statistics were performed using

Prism 4 (GraphPad). significances are indicated on the figures with the following convention:
*p<0.01. **p<0.001. ***p<0.0001.
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Figure S1: yH2AX immunostaining on SLAM cells isolated from 4-month-old Tifly"f' mice
(Tifly”). 20-month-old (old) or 4-month-old (young) wild type mice. SLAM cells were
directly sorted on glass slides and observed under a microscope to quantify the YH2AX DNA
foci (magnification x40). (A) Examples of SLAM cells showing different number of yYH2AX
DNA foci. (B) Distribution of the SLAM. More than 100 SLAM cells were analyzed for each
group. Distribution independences were ev aluated by i’ test (young vs. old: y° = 24.964,
0.00157, df = 8: young vs. Tifly : ¥* = 46.157, p < 0.0001, df = 8: old vs. Tifly ™ * =
4.283,p=0.8,df=8).
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Figure S2: HSC/MPP cells (LSK gated cells) in Tifly" and old mice are more frequently in
cycle. Ploportlons of BrdU" cells among the population of LSK cells isolated from 4-month
old Tifly”™ mice (Tifly™). 20-month-old (old) or 4-month-old (young) wild type mice.
Representative FACS plots, means (n=4 mice) with error bars that show SEM. **p<0.01.
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Figure S3: Telomere shortening in Tifly”™ LSK cells. (A) Absolute telomere length was
measured by qPCR on DNA purified from LSK cells isolated from BM of 4-month-old Tifly™
mice (Tifly™). 20-month-old (old) or 4-month-old (young) wild type mice. (B) Rrell mRNA
expression measured by RT-qgPCR on LSK cells. Means (n=3 mice) with error bars that show
SEM. *p<0.1.
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Figure S4: Tifly” and old HSCs localized more distantly to the endosteum. (A) SLAM cells
isolated from 4-month-old Tifly” mice, 20-month-old or 4-month-old wild type Ly.2 mice
were transplanted into lethally irradiated recipient Ly.1 mice. Twelve weeks after
transplantation. mice were euthanized and femur fixed and decalcified. (B) Representative
pictures of bone marrow sections analyzed by immunostaining with an antibody against Ly.2
to localize where young, old or Tifly"~ donor hematopoietic stem cells have engrafted in bone
marrow. (C) Distances to the endosteum were measured (dots) and median distances were
calculated (red bars). **p<0.01.
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Figure S5: Tifly” hematopoietic stem cells share ~20% of their global patterns of gene
expression together with the physiological aging observed in old HSCs. RNA-seq analysis
performed with LSK cells (~200.000 cells) isolated and pooled from five 4-month-old Tifly™
mice (Tifly™). ten 4-month-old (young) and five 20-month-old (old) wild type mice. Down-

and up-regulated genes were selected according to the p value: p<0.25.

Table S1: List of genes deregulated in Tifly" and old libraries, compared with the young
library. Data shows millions of reads.

HuGo UCSC gene GenBank UniProt  gene name Young Tifly-/- Old
transcription

Cebpa uc009gjl.1 NM_007678  PS3566  CCAAT/enhancer-binding protein alpha 33.7588  24.8005 18.2316
Spit ucD08kuj.1 NM_011355  Q3USL4  transcription factor PU.1 100.703  77.5956  73.012
Pou2f2 uch0frp.2 NM_001163556 Q00196  POU domain, class 2, transcription factor 2 5.16871 252971 1.71474
Spic uch07grv.2 NM_011461 Q6P3D7  transcription factor Spi-C 4.47017 1.65895  2.44626
DmtfL uc008wkz.2 NM_001110327 QSCE22-2 cyclin-D-binding Myb-like transcription factor 1 210405 0.665899 0.526699
Maf ucd09nof.1 NM_001025577 PS54843-2 transcription factor c-Maf 43824 1.22968 2.76791
Teea3 uch08vhv.2 NM_011542  P23881 transcription elongation factor A protein 3 0397778 0.0325366 0.201363
Myd1 uch08uog.1 NM_008506 Q3uieo protein L-Myc-1 167116 0.536536 0.799208
Tefep2il ue007cil.1 NM_023755  QI4AW3 transcription factor CP2-like protein 1 0.222212 0.560884 0.388626
Prdm2 uc012doh.1 NM_001081355 A2A7BS  retinoblastoma protein-binding zinc finger 2.00628 5.07685 5.05155
Per2 uch07cav.1 NM_011066 Q3TN36  period dircadian protein homolog 2 242156 3.47575  3.70495
Per3 uc012dpx.1 BC145178 A2A834  period dircadian protein homolog 3 123631 0.29823  0.49262
Zkscanl uc002aek.1 NM_029863 Q8BGS3-2  zinc finger protein with KRAB and SCAN domains 1 1.86329 0.0716962 0.666382
24p746 uc09btv.2 NM_001163475 Q3U133  zinc finger protein 746 7.4715 10.6615  11.1449
24p295 uc008adv.1 NM_175428  Q6ZPV6 zinc finger protein 295 isoform 1 1.64723 0.510092 0.534961
Phi1l uch0Tuee.2 NM_172603  BAXVQ1  PHD finger protein 11-like 5.01024 173284  2.92594
Zeb2 uc00Sjpe.1 NM_015753  Q6POMS  zinc finger E-box-binding homeobox 2 isoform 2 9.05132 5.41108 6.72429
Tefm2 uc00Shyk 2 NM_001142921 QS24A0-2 transcription factor 7-like 2 soform 5 0 0.364264 0.337063
Taft uc009txy.1 BCOS4S68 QSoUV9-2 factor TFID subunit 1 0 0.430171 1.24362
26pa73 ucd09ggo.1 AKD36453 Q4VA40  zinc finger protein 473 homolog 0 0.303049 0.328445
Rora uc012gwh.1 $82720 Q3UIPS  nudlear receptor ROR-alpha 0.80342 0 0

Plagl ucO08rwp.2 NM_019969  B1AXCA  pleiomorphic adenoma gene 1 1.49941 0.896032 0.943389
Nfic uc07gia.1 Y07693 P70255-2  nudear factor 1 C-type isoform a 12.8892 7.83004 7.24239
Pparg uc009dit.2 NM_011146 QsGuis p rator d receptor gamma 151169 0.0597893 0.514387
Pparg uc009dis.2 NM_001127330 QS6GU14  p rator ptor gamma 192115 0.214297 0.537124
Nfats uc009nhl.2 NM_018823 QaiLAL nudear factor of activated T-cells 5 isoform b 0.497808 1.95137 1.19333
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HuGo UCSC gene GenBank UniProt  gene name Young Tifly-/- Oid
signaling

Igf1 ucd07gqw.2 NM_001111275 Q4VICO  insulinike growth factor | isoform & 0.41805  0.0754495 0.179652
Ptpnl uch08oaj.1 NM_011201 Q3ITZWY tyrosine-protein phosphatase non-receptor type 22.1888 17.3395 17.0272
Ptpev uch07csr.2 NM_007955 Q9ERKS receptor-type tyrosine-protein phosphatase V 3.37935 1.77428 1.65522
HGFR uch0%azr.1 NM_008591 AAFUVT hepatocyte growth factor receptor 1.48771 0.470638 0.792831
Sirpbla uc008oqw.1 NM_001002898 Q3U390  signal-regulatory protein beta 1 11.0646 0.746836 4.38586
Sirpb1b uch08ora.1 NM_001173460 QSFSF2  signal-regulatory protein bets 18 8.03171 0.736461 3.65536
Shootinl uc008ibe.1 NM_001114312 Q8K2Q9  shootin-1 isoform 1 270242 0.70402  1.59558
Piklap1 uc008hlu.1 NM_031376  Q9EQ32  phosphoinositide 3-kinase adapter protein 1 20.1597 11.6338  11.687
Gngt2 uc007lav.1 NM_001038664 A2A614  guanine nudeotide-binding protein 32.462 16.0753  18.8265
Mapkapk2 ued07emv.1 NM_008551  Q3U2P8  MAP kinase-activated protein kinase 2 91.6089 68.6912 74.1532
Card9 ucD0Siut.1 NM_001037747 A2AIVE spa: i domal g protein 9 149439 9.04135  11.0235
Rab7b ued07cnp.1 NM_145509  QSVEAS  ras-related protein Rab-7b 19916  0.855038 0.635169
Rab3g uch09pmm.1  NM_175562  QOPD1S  ras-related protein Rab-39A 0.624041 0.226394 0.210603
Rabdd ue008bsi.1 NM_001002786 QSCBE7  ras-related protein Rab-44 313542 19.2965 23.3344
Rassfa uc009dkm.2 NM_178045 Q8CB9% ras domain g protein 4 14.3711 7.62839  9.28051
Rasgrpd ucd12fha.1 NM_001174155 QSBTM9-2 ras guanyl-releasing protein 4 isoform 1 0 0.25036  1.30421
Arhgef10! ucD0Svmx.2 NM_001112723 A2AWPE-3 rho guanine nucleotide exchange factor 10-like 274181 1.01706  1.41293
Arhgef12 uc009pbb.1 AF467766 QSREH2  rho guanine nucleotide exchange factor 12 230854 0.324939 0.758503
P2ry10 uc008uby.1 AK020001 QSBFU7  purinergic receptor P2Y, G-protein coupled 10 511231 7.42286  9.13099
Gpri14 uc009mxk.2 AK156609 AGHBA1 G protein-coupled receptor 114 0.248587 0 0
Gpr137b ucd07pme.1 AK147921 Q3UGH? G protein-coupled receptor 1378 0.290882 0 0

Gpri26 uc007elk.1 NM_001002268 Q6F3F9 G-protein coup ptor 126 0.150694 0.0741584 0.0712435
Her? uc008hhd.1 NM_008315  QI4AS0  S-hydroxytryptamine receptor 7 0.243415 0 0

Prafr ucO08vbn.1 NM_001081211 Q62035  platelet-activating factor recep 734335 3.75707  3.9955
Gria3 uc009tal.2 AK220530 A2VDF4  ght eptor 3 p 424533  2.8144 2.72056
InppSa uc00%ks.2 AK157558 Q3TZT4 inositol polyphosphate-5-phosphatase A soform 0 1.68185  1.91907
2fyved uch08ubn.1 NM_183300  A0S860 zinc finger FYVE domain-containing protein 9 146074 0.296675 0.690828
Kidins220 ued07nfb.2 BC157898 B2RXL7  kinase D-interacting substrate of 220 kDa 1.26229 3.68622  3.49696
Birc6 uch08doe.1 NM_007566 088738  baculoviral IAP repeat ining 6 4.1876 7.91228  6.00076
Sla ucO1iztn.1 AK037901 QUFIX0  srcdike-adapter isoform b 0 1.1988 1.18166
Fibp uc008gdi.1 AKD86610 aFGF intracellular binding protein 0.649438 0 0

RNA processing

Apobect uc008dpk.1 NM_031159  Q3U9GS  C-U-editing enzyme APOBEC-1 isoform 1 20 8.24422 14.9914
DdxSS ued12edn.1 NM_001190795 Q810A4  ATP-dependent RNA helicase DDXSS isoform 2 0 03439  0.256326
Rbfox2 uch07wne.2 NM_001110829 Q8BP71-8 RNA-binding protein 8 isoform 5 0.153871 0 0

Rnpel uec008rbf.1 AK161063 Q3UZ01-2  RNA-binding protein 40 0 0.89336  0.349489
Endou ue007xkx.1 AK163457 Q3V188-2  poly({U)-specific endoribonuciease isoform 2 0 0.34736  0.483946
Rbfox2 ue007wnh.2 NM_175387  QSBP71-5 RNA-binding protein 8 isoform 2 0.173359 0 0

Adarb1 ued07vi.2 AY162454 Q91258-3  RNA-editing deaminase 1 0 0.151335 0.184828
inflammatory response

Hfitm3 uc00%kje.1 NM_025378  Q9CQWS  interferon-induced brane protein 3 363.287 253.333  259.523
Hitm1 uc009k}a.2 NM_026820  D3YX42 Interferon-induced brane protein 1 346,94  227.849 248341
Hit2 uc008hgn.2 NM_008332  Q6GTMO Interferon-induced protein 2 10.4932 6.54116  7.35656
Ciita uc007ydt.1 AK138822 P79621 MHC class Il transactivator 216172 0.361891 0.639252
1fi204 ue007drv.1 NM_008320 Q08619 interferon-activable protein 204 12.3125 413344  6.87035
ligpl uch08fac.2 NM_021792  Q9QZ85 Interferon-inducible GTPase 1 10.0563  7.18238  5.62521
Pyhinl uc007drr.2 NM_175026  QS04N7-2 pyrin and HIN domain-containing protein 1 11.0315 4.45142  7.07195
Hfih1 uc008jvm.2 NM_027835 D2(GM4  interferon-induced helicase C domain 8.42079 5.75207 5.66376
IefL ue007iwx.2 AY225160 QSSX13 interferon regulatory factor 1 isoform a 0935734 0 0

17 ucD0kkg.1 NM_016850  QS42T3 interferon regulatory factor 7 12.8912 6.97998  6.19267
I8 ucD09nrk.1 NM_008320 Q54417 interferon regulatory factor 8 459728  27.1084  32.6837
Sh2d1bl ucd07dme.1 NM_012009  Q149T1  SH2 domain-containing protein 18 451506 1.30716 1.89173
1fi2712a uch07ovu.2 NM_029803 QSR412 interferon, alpha-inducible protein 27 like 2A 82.5343 24.7395 33.0543
Pydcd ued07drt.1 NM_001162938 D3Z5G0 interferon-activable protein 204-like 320569 1.88389  1.46483
Mx1 uc008adh.1 NR_003520 Q3UD61  interferon-induced GTP-binding protein Mxl 252694 0.724395 1.1069
Oasig uc008zil.1 NM_011852  Q8K463  2'-5' oligoadenylate synthetase 1G 574528 2.57408 1.2941
Oasl2 uc08zeu.1 NM_011854  Q9DES2 54 kDa 2'-5'-oligoadenylate synthase-like 223384 16.5566  11.3579
Ch uch07ewt.1 AKDB7707 QENZK3 complement factor H 0 0.155902 0.434698
Tnfrsfila uecd07cgp.1 NM_009399 035305  tumor necrosis factor receptor superfamily 0.793279 0.35509  0.397292
Uaca ucd0%pzi.1 NM_028283  QS8CGE3-3 uveal autcantigen with colled-coil domains 0.136044 1.37932 1.0964
Tnfrsfib ued08vrt.1 NM_011610  QS45P4  tumor necrosis factor receptor superfamily 22,553 12.7404  15.4441
1110ra uec008pfn.1 NM_008348  Q3UDL4 leukin-10 receptor subunit alpha p 17.8556 8.52939  8.89334
cd300lb ued07mga.1 NM_199221  Q3U497  CMRF3S-like molecule 7 334748 1.19651 1.83726
Tnfrsf25 uc008vzk.1 NM_033042  Q8VD70  tumor necrosis factor receptor superfamily 0.0535175 0.211019 0.189173
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HuGo UCSC gene GenBank UniProt  gene name Young Tifly-/- Oid
chemotaxis

Cer3 uc009sha.2 NM_009914  QSK3M7  C-Cchemokine receptor type 3 0.639367 0.117129 0.18054
Cerd uc009sgl.2 AK019478 QIWUT?  C-C chemokine receptor type 9 192397 4.92833 3.5705
ce9 uc007kp1 NM_ 011338  Q3USTE  C-Cmotif chemokine 9 46.1608 263826  22.1538
Trfsf11 uc007ush.1 NM_011613  Q3TWYS  tumor is factor ligand superfamik b 0.212825 0.460392 0.52471
Xerl uc009sgw.1 NM_011798  QS44D8  chemokine XC receptor 1 219268 0.573844 1.1005
Defbld uc009kail.2 NM_183026  Q7TNVS  beta-defensin 14 precursor 0.264207 0 0
antigen processing

Fegrd ucOliwvw.l  NM_010188  P0S8101-2 low affinity immunoglobulin gamma Fc region 20.1077 6.69179 14.3789
Tremid uc008cxa.1 NM_172623 Q3LRVY triggering receptor expressed on myeloid 4.06336 0.695517 0.760589
Lilrb4 uc007fam.1 AK167751 Q64281 leukocyte globulin-fike receptor subfamily 8 memb 536793 0.75906 1.22211
Skapl uc0071cf.2 NM_001033186 A2A881  src kin: p 1isoform 0 0.161195 0.158174
regulation of immune response

Themis2 uc008vbv.1 NM_001033308 Q91YX0  th lecti clated family member 2 19.4694 9.14363 12.7676
cdsi uc008psa.2 NM_009690  Q3TXNS  CDS antigen-ike precursor 0.963842 0.160616 0.471829
Ms8a2 uc008gsn.1 NM_013516  B2RTE7  high affinity epsilon 466095 2.32491  2.38357
Lst1 uc008cgn.1 NM_010734 0088432 leukocyte-specific transcript 1 protein 104.824 50.4078 54.5421
cdss uc0072cq.2 NM_019388 Q54909  CDS6 precursor 3.83494 2.28301 1.87168
innate immune response

Dhx58 uc007lx.1 NM_030150  A2ASES  probable ATP-dependent RNA helicase DHXS8 16.266 114686  9.60072
Sh2d1a uc009tbb.1 NM_ 011364  QS44F1  SH2 domain-containing protein 1A 0 0.449091 0.425747
Fena uc008isz.1 NM_007985  Q4FIM1  ficolin-1 precursor 200919 0.363202 0.613431
cytokine signaling

Tyrobp uc009gef.1 NM_011662  Q3U419  TYRO protein tyrosine kinase-binding protein 185.083 84.7598  129.602
116ra uc008qag.1 AK141197 Q3URV?  interleukin-6 receptor subunit alpha precursor 9.24912 5.46219 6.09358
12rb uc007wpk.2 NM_008368  P16297  interleukin-2 receptor subunit beta precursor 103901 1.85786  3.92727
Csf2rb2 uc007woy.1 NM_007781  Q8QZX9  colony stimulating factor 2 receptor, beta 2 5.1756 233057 2.82896
Csf2rb uc007wpa.2 NM_007780  Q3U281  colony stimulating factor 2 receptor, beta 16.9516 8.62495 11.8721
At uc003ach.1 NM_010228  P35969  FMS-like tyrosine kinase 1 0.359619 0.0679706 0.175095
cds3 uc007qgk.2 NM_009856 088324 (D83 antigen precursor 2.80506 037969 0.810019
cell adhesion / migration

Eda uc009tvs.1 NM_001177933 A2ADU3  ectodysplasin-A isoform 4 0 0.2089 0.175568
Ephb2 uc008vin.1 BCD62924 A3KGO2  ephrin type-B receptor 2 0 0.238587 0.390387
Cgref1 uc008wwo.l  NM_026770  QSR1U2  cell growth regulator with EF hand domain 0173011 0 0

chilL uc007nhn.1 AK166017 QalIY24  Casitas B-lineage lymphoma-like 1 0 0.88533  1.07475
Eda uc009tvw.1 NM_001177940 Q11209  ectodysplasin-A isoform 5 0313244 0 0
Adamts10 uc012apf.1 NR_037708 PS8459  disintegrin and metall inase with thromb din motifs 10 0.664393 0 0

Dger2 uc007ymi.2 NM_001109750 Q3TQ62  integral membrane protein DGCR2/IDD ksoform 2 256491 9.43841  7.25267
Cnnd1 uc008kis.1 NM_001085449 D3Z7M6  catenin delta-1isoform 3 7.3528 4.58037 4.27851
Siglecl uc008mko.1 NM_011426  D3WZ3  shlcadhesin 174212  0.0733117 0.326819
Ibsp uc008ykg.2 NM_008318  QSOVR6 integrin-binding sialoprotein 2 165396  0.313895 0.987535
Cadm1 uc009php.1 NM_207675  QS8RSME  cell adhesion molecule 1 ksoform a 0.334004 0 0

Sparc uc007izl.2 AK148670 QSNCUS  SPARC precursor 1.45454  0.182149 0.00621353
Offm1 uc008iyb.1 NM_001038613 A3KGE4  noelin isoform ¢ 3.45486 0.889493 1.77174
Kirel uc009egb.1 NM_153530  QSCIC7  Killer cell lectin-like receptor family E member 0 0.206912 0.32187
cell cycle

Cdk10 uc009nun.2 NM_194446  Q3UMMA4 cell division protein kinase 10 isoform 1 954121 14.4186 14.1354
Cenc uc008scw.2 AK014079 QoPS42  cydlinC 0 0.516931 0.356373
Mki67 uc009kem.2 NM_001081117 Q61768  antigen KI-67 33.3884 42,6991 42.2317
Prel uc009iah.2 NM_145150 Q9943  protein regulator of cytokinesis 1 534439 839065 8.57903
Wac ucO08ead.2 NM_153085  QS24H7  WW domain-containing adapter protein with colled-coil 10.2002 149648  14.5366
Fhi1 uc009tgo.1 NM_001077362 A2AEXS  fourand a half LIM domains protein 1 isoform 2 0 0.76211  0.438677
Ect2 uc0080t].2 111316 Q3TZP2  Ect2 oncogene 0 0.707193 0.216719
Setdb2 ucO11zms.1 EU155098 BAXVPO  histone-dysine N-methyltransferase SETDB2 0 0.570826 0.698091
Ppp2rSe uc007nxf.1 AK133824 Q3UZI4  serine/threonine-protein phosphatase 2A 0 0.72288  0.250582
Amn1 uc009eua.1 AK0S0169 BSIKUE  antagonist of mitotic exit network 1 0 0.436279 0.795853
cytoskeleton

Myolf uc008byu.2 NM_053214  Q8CG29  myosin-if 29.8373  20.0524  21.1207
Myolg uc007hyt 2 NM_178440  QSSUAS  myosin-ig 419016  34.4659  30.2336
Myo9a uc009pyg.2 NM_173018  D3Z3A8  myosin-IXa 0 0.228428 0.466396
Eps8 uc009enb.1 BC016890 Q3TM41  epidermal growth factor receptor kinase 472002 3.07155 2.8984
Fibp1s uc012dfq.1 BC137706 B2RQ18  FKS06-binding protein 15 210882 0.788186 0.821489
Mical3 uc009dnz.2 NM_153396  B2RR77  protein MICAL-3 0.186006 0 0

(=13 uc007ytz.1 NM_009744  QS44F9  B-cell lymphoma 6 protein homolog 669374 34576  4.56666
Marcks uc007evg.1 NM_008538  P26645  myristoylated alanine-rich C-kinase substrate 22307 11.567 13.8388
[ uc007ve].1 NM_011815  B2RUR0  FYN-binding protein 19.5277 8.31587  11.4659
Krt80 uc007xta.1 AK004811 QOVBK2  keratin, type || cytoskeletal 80 5.3328 191057  2.30133
Crtnbp2nl uc008quv.2 NM_001163332 Q99U0  CTTNBP2 N-terminaklike protein 1.2534 0.276042 0.599944
Frmd4b uc009dau.1 AK129262 Q62004  FERM domain-containing protein 48 330727 1.87652 1.87972
Mtap7d1 uc008uta.2 NM_001145970 A2AN1 MAP? domain-containing protein 1 isoform 2 247319 568342  7.00447
Bicd1 uc009euh.2 NM_009753  B2KG44  protein bicaudal D homolog 1 isoform 2 0 0.223395 0.377147
Phnad uc012hku.1 BCO93482 ASD6QS  plexin A3 0 0.216315 0.162273
Dralcl uc0070ek.2 AKO005826 QO5A62-3  dynein light chain 1, axonemal 015826 0 0
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chromosome structure

Ccl uc007joz.2 NM_001143790 QSSUQ9-2 CST complex subunit CTC1 isoform ¢ 1.64372 5.5125 4.8522
Rtell 2 NM_( QOVGMS-2 regulator of tel longation h 1 1.66829 0.187901 0.12993
Csppl uc007ahh.1 BC019581 Qacaps centrosome and spindle pole associated protein 1 0 0.509025 0.473457
Cep250 uc012chj.1 NM_001129999 A3KGI7 centrosome-associated protein CEP250 isoform 2 0.555635 0 o

Wdr62 uc009gdx.2 NM_146186  Q3U3TE WD repeat-containing protein 62 1.22897 0.265974 0.131189
CepS711 uch07eya.l AKD12710 Q8VDS7-1  cepS7-related protein isoform 1 5.36364 2.84733 3.00593
Kific ucO07jwm.1 AX173007 Q6A011  kinesin-iike protein KIF1C 0.295%04 0 0

Delk2 uc008pro.3 NM_001195496 Q6PGN3-3 serine/threonine-protein kinase DCLK2 isoform 1 0 0.559121 0.479488
Pogz uch08ghd.2 NM_001165948 QOVGT3  pogo transposable element with ZNF domain 1.5064 0.67958  0.628948
catabolism

Mcpts uch07ubm.1 NM_008572 Q3! mast cell p 8p 56.1889 22.8608  24.1858
Gbg ucO08cdy.2 NM_008198 BSUMS Glycine-rich beta glycoprotein 220101  0.39928 1.3155
Anpep uc00Shzd. 1 NM_008486  P97449  aminopeptidase N 21919  0.87397 1.30419
Amzi uc00%aif.1 NM_173405  AlL312  archaemetzincin-1 3.05773 113123  1.56255
Pla2gi2a uc008rip.2 NM_183423 Q9EPR2-2  group XIIA secretory phospholipase A2 isoform 2 0571654 0 0
Smpdi3b uc008vbs.1 NM_133888 Q3T acid sphings i like phosphodi 3b 1.70969 0.317467 0.795143
Lpl uc00%iwg.1 NM_008509 Q54214 lipoprotein lipase precursor 6.44432 1.7757 3.97609
Srd5al uch07rcll BC115469 QS8BURS 3-oxo-5-alpha-steroid 4-dehydrogenase 1 0.638862 0 0
proteasome complex

Rnfill uc009qob.1 BC06983S Q99MLYS-2  E3 ubliguitin-protein ligase Arkadia 2.81953 4.63337 5.00516
Trim68 ucD0%isf.2 NM_198012  Q8K243  E3 ubiquitin-protein ligase TRIMGS 1.8236 5.40946 5.80774
Neurl3 uch07aps.1 NM_153408  Q8CICS  E3 ubiquitin-protein ligase NEURL3 34.1105 27.1638  24.3896
Trim68 uc009isg.2 AK164544 Q8K243  E3 ubiquitin-protein ligase TRIMGS 4.84982 1.58497 1.51653
Marchl uc00%ivn.2 NM_001166375 Q6NZQ8-4 E3 ubiquitin-protein ligase MARCH1 isoform 2 191847 0.290214 0.4822
Ubd ucD08cmi.2 NM_023137 P63072 ubiquitin D 0.820%4 0.2234 0.423304
Uba3 uch08dan.2 BCO80776 Q66IT6 NEDDS-activatii E1 lytic subunit 0 1.14022 0.618934
Lnxd ucO08xts.2 NM_001159579 A4QPD4 ligand of numb-protein X 1 0354812 0 0

Ndfip2 uc007uxp.2 AKD84288 Q91ZP6-2  NEDDA family-interacting protein 2 0323748 0 0

Dnajb2 uch07bop.2 NM_020266 Q9QYIs-2 dnal h log subfamily B ber 2 isoft 1 0.784542 0 0
metabolism

Coxba2 ucD09jyi.1 NM_009943 P4a3023 cytochrome ¢ oxidase subunit 6A2, mitochondrial 5.35823 13.8872 13.4455
Pikfbd uc009rri1 NM_173019 Qé0TY? 6 i 2-kinase/fructose-2, 6.08433 2.61079 3.83072
Mthfr ucO08vtx.2 NM_001161798 A2ATF7 hyl hydrofol: d oforma 2.69459 1.16179 1.12385
Serpinalg uc0070xa.1 BCOC2065 QSI2A0  serine protease inhibitor A3G 106.774 73.2989  66.1713
Smox uc008mim.2 NM_145533 Q3UPWS  spermine oxidase isoform b 271941 492916 4.92351
Dse ucO07eus.1 NM_172508 QssLs ifate pr 278561 0.62101 1.34974
Papss2 ucDO8hfl.2 NM_001201470 QSBKP4 bifunctional 3'-phosph i 144143 0.649921 0.670648
Hsd17b1 uec007Inb.1 NM_010475 Q7908 diol 17-beta-dehydrogenase 1 127392  0.545929 0.599796
Sqle uc007vxr.1 AK161837 Q3rssy squalene monooxygenase 0 0.568827 0.578333
Xylb ucD09sav.2 AK170197 Q66Iv3 xylulose kinase isoform 2 0 0.193403 0.315093
Pikfbd ucO12haz.1 AY707862 CovVzZF2 [2 fi 2-kinase/fructose-2, 6 h 0 0.475356 0.746617
Lhypdh ucO07nve.1 AK137154 QICXA2 L-3-hydroxyproline dehyd (trans-) 0.292332 0 0

Pikfbd ucD09rrk.1 BCO57594 Q6DTY7-5  G-phosphofi 2-kis /¥ 2, 0.398087 0 0

Chst10 ucd1iwjtl AKD50676 A2RSS2 carbohydrate sulfotransferase 10 0.639542 0 0

Gls2 uc007hio.2 NM_001033264 QS71F8 gh i liver isofo itochondrial 0 0.171767 0.267695
lysosome

Nbr1 uedO7Ipj.1 AK129043 A2AMNS  neighbor of Breal gene 1 215366 5.52698  5.04707
Hexa uc009pxw.1 NM_010421  Q91XG3  beta-hexosaminidase subunit slpha precursor 57.7946  45.1963  46.2271
lipa ucO08hgm.2 NM_001111100 Q8C2G7 I I acid lipase/ vl ester 25.8146 19.3052 17.9397
Psap uch07feq.1 NM_001146124 QSBFQ1  prosaposin 280.832 122.817 193.981
Gns uch07hfo.1 NM_029364 Q88FR4 N ylgh ine-6-sulf; [ 18.8681 15.0021 13.4741
Csg ucd07ubn.1 NM_007800  QO59V7  cathepsin G preproprotein 155.485 83.6887 113.198
Crse uch07enn2 NM_007799  Q3UKTS  cathepsin E preproprotein 45.8284 524135 18.2167
Ctsw ucD08gdk.2 NM_009985 QS8C2MO  cathepsin W preproprotein 7.08885 11.0101  10.7967
Ctsa uc008nw.1 NM_008906  QS44R6 lysosomal protective protein isoform a 24.6959 14.4086 17.3894
Crse ucD0%ifu.2 NM_009982 Q3UBYS  cathepsinC 39.5844 2161 28.2771
cd209f ucO0Sksy.2 NM_026956  QI4FKS  CD209f antigen 0319531 0.0402591 0.0409633
Mpo ucO1lyce.l NM_010824 QSNCP1  myeloperoxidase precursor 478.233 254.232 31859
Ncf2 ucd07czm.1 NM_010877 070145 neutrophil cytosol factor 2 31.2845 24.8091 25.1734
endocytosis / trafficking

Fegrd uc007dmy.2 AX163401 P08101-2  low affinity immunoglobulin gsmma Fc region 0 3.41242  0.59367
Ldir uch09omj.1 AK166466 Q6GTIS  low-density lipoprotein receptor 0.499263 1.34974 3.03119
Lrp8 uc008uag.1 AKD38580 BIAXT  low-density lipoprotein receptor-related protein 263922 3.76612  3.80247
Cd300a uc007mfy.1 NM_170758  Q6SJQ0  CMRF35-like molecule 8 10.4436 4.46349  4.34077
Zdhhe2 uch08imo.1 NM_178335 P59267 palmitoyitransferase ZDHHC2 0 0.28266 0.395543
Cd300ig uch07igh.2 NM_001160712 QIERPS CMRF35-like molecule 9 isoform 3 0.20519 0 0

Tom1ll ucD07kxb. 1 NM_028011 QB8BZRE TOM1-like protein 1 0 0.278507 0.285775
Slc35c2 uc008nxh.1 AKD53180 Q3u226 solute carrier family 35, member C2 1.65674 5.51074 4.78505
Trappe2 ucO0%uwt.1 AKDO7951 A2AFP1 trafficking protein particle complex 2 0 1.71552 1.67761
Trak1 ucD09sdf.1 NM_175114  Q6PD31 trafficking kinesin-binding protein 1 0 0.482259 0.699713
Srx13 ucO11ylj.1 AK164161 Q6PHSE sorting nexin-13 0 0.389771 0.67473

152



HuGo UCSC gene GenBank UniProt  gene name Young Tifly-/- Old
endocytosis / trafficking

Fegr3 uc007dmy.2 AK163401 POS101-2  low affinity Immunoglobulin gamma Fe region 0 3.41242 0.59367
Ldir uch09omj.1 AK166466 Q6GTIS  low-density lipoprotein receptor 0.499263 1.34974  3.03119
Lrp8 ucO08uag.1 AKD38580 BIAX7  low-density lipoprotein receptor-related protein 263922 3.76612  3.80247
Cd300a ucD07mfy.1 NM_170758 Qésia0 CMRF35-like molecule 8 10.4436 4.46349  4.34077
Zdhhe2 uch0Simo.1 NM_178395 P59267 palmitoylitransferase ZDHHC2 0 0.28266 0.395543
Cd300lg uc007igh.2 NM_001160712 QIERPE  CMRF3S5-like molecule 9 isoform 3 020519 0 0

Tom1l1 uch07kxb.1 NM_028011 QSBZR6 TOM1-like protein 1 0 0.278507 0.285775
Ske3se2 uc008nxh.1 AKDS3180 Q3U226  solute carrier family 35, member C2 1.65674 5.51074 4.78505
Trapp2 ucO0uwt.1 AKDO7951 A2AFP1  trafficking protein particle complex 2 0 1.71552 1.67761
Trak1 uc009sdf.1 NM_175114  Q6PD31 trafficking kinesin-binding protein 1 0 0.482259 0.699713
Snx13 ucO11ylj.1 AK164161 Q6PHS6  sorting nexin-13 0 0.389771 0.67473
transport

Hfe uc007pup.1 NM_010424 Q90754 hereditary h h protein h log 10.5974 3.24243  4.95973
Rhd uc08vVu.1 AK166030 Q9QWK3  blood group Rh(D) polypeptide 0 0.337889 0.844082
Atp2b1 uc007gxf.2 NM_026482  Q8K314  plasma membrane caldum ATPase 1 111006 8.59634 8.75593
Atp8b4 uc008mdn.2 NM_001080944 A2ANX3  ATPase, class |, type 8B, member 4 11.4562 7.47169  7.40255
Atpla3 uc009frf.1 BC042894 Q6PICE odium/| porting ATPase subunit 111218 5.04991  6.89895
Slcda? uch07sgp.1 NM_001033270 D3Y272  sodium bicarbonate cotrsnsporter 3 457849 0.529194 0.0559043
Trf uc009rgi.1 AK142599 Qa1 serotransferrin precursor 50.506 39.7112  36.1873
Cnnm3 uc007agk.1 BCOS2714 Q32NY4 cyclin M3 3.41521 1.51939 0.969341
Kctd1g ucOliwih.1 NR_027630 E0CUS P h ] domain 18 0 0.379967 0.401848
tpr2 uc009erw.1 NM_019923  B2KF91  inositol 1,4,5-trisphosphate receptor type 2 0.839769 1.62762 1.84479
Slc22a21 ucOlixut.l AK080177 A2RSKT7 Solute carrier family 22 (Organic cation transporter), member 21 1.53641 0.651499 0.599
Skc24a6 uc012eco.1 NM_001177584 Q925Q3-3 sodium/| fcal 6 isoform 2 0 0.332647 0.754399
Slc25a14 uch09tco.2 NM_011398 A2AF76 brain mitochondrial carrier protein 1 isoform 2 0 0.267376 0.190888
SkfnS. uc007knz.2 NM_183201  QSCBA2  schiafen family member 5 7.22437 333609 4.18774
P2rx? uc0082iq.1 NM_011027  QSCHP4  P2X purinoceptor 7 253363 1.60519 1.69518
Abcg3 uc008ykt.1 NM_030239 Q8BKIS ATP-binding cassette sub-family G member 3 437828 1.2811 2.34328
Abcd2 uc007xhx.1 NM_0119%4 Q61285 ATP-binding cassette sub-family D member 2 3.74111 17771 2.36566
Pitp uch08nwn.1 NM_011125  Q3UFSS  phospholipid transfer protein precursor 16.5564 1.86958  7.40362
Plin2 uch08tlz1 NM_007408 Q8K3Q8  perilipin-2 25.3764 19.7353 18.3887
Plekho2 uc009gdn.1 NM_153119 QsK124 ledkstrin b logy domain family O 36.4474 29.027 28.8627
AtpSa uc008obe.1 NM_015731  A2AQC3  phospholipid-transporting ATPase lIA 0 0.355714 1.24261
Mifagd ucd07mie.2 BCO26745 Q3UBZS-2  RecName: Full=MIF4G domain-containing protein; 109778 0 0

Eif2b3 uc008uhv.2 AX172173 AOAUMS kary jon i factor 2B, subunit 3 0 237544  0.851066
unclassed

Jhdmid uc00blj.2 NM_001033430 Q3UWM4& lysine-specific demethylase 7 6.55398 4.54917 5.05681
Dnajb2 uc007bon.2 NM_001159883 Q3TB24 dnal homolog subfamily B member 2 isoform 3 1.11826 2.53006 3.89587
GRP78 uc008jit.2 NM_022310  A2AUF6 78 kDa gl dated protein p 138.745 178376  223.59
Stégalnacd uc008jfy.1 Y15779 Qscan alpha-N-acetyl-neuraminyi-2,3-beta-galactosyl-1, 14.024 10.379 10.6901
sgkl ucO11xbh.1 NM_001161849 QSWVCE-3 serine/threonine-protein kinase Sgk1 isoform ¢ 029422 0 0

Foxo21 uc008zga.1 NM_145564  QSVDH1  F-box only protein 21 4.48757 158229 2.47289
Six4 ucD07xzg.1 NM_177472 Q6P1D7 specific endonuc subunit SLX4 1.42598 0.436908 0.63541
Ear6 uc007tnf.1 NM_053111 Q92317 phil A family, 1.04241  0.0985032 0.1445
Pep2 uc009ksd.2 BC028982 ASIKSO  purkinje cell protein 2 055384 0 0

Feer2a uc012fyq.1 AY069980 QS8VH33  low affinity lobulin epsilon Fc recep 0.195768 0 0
Bagalnts ucd12fwn.1 BCOG2653 Q76605  N-acetyl-beta-gh inyl-g) i 0 0.268459 0.324731
Scol uc007jiv.1 AKD11251 SCO cytoch oxidase defi g1 0.190835 0 0

Gimap4 uc009bvk.1 NM_174990  D3YIN4  GTPase IMAP family member 4 isoform a 3.4256 5.70733  8.81559
Trim30a uc00Siwh.1 NM_009099  Q3UVBS tripartite motif-containing protein 30 24.4405 14.7184 10.2225
Kirk1 ucO0%egg.1 NM_001083322 Q4FIMO  NKG2-D type Il integral membrane protein isoform 149421 0.474539 0.654158
Rsad2 uc007nfh.2 NM_021384 QS8CBBY radical S-ad yl domain 6.47079 3.38688 3.20893
Pixdc2 uc008ikz.1 NM_026162  B1AYS84  plexin domain % protein 2 3.08769 1.68115 1.57933
Gm11428 uc007kpg.1 NM_001081957 QSSSI1 tivated hage/t glia WAP domain 71.9927 47.3509 45.6922
Myadm uch0%eup.1 NM_001093764 QOVE4E Y diffe marker 17.129 12,3921  12.5942
Agfgl uc007bse.1 NM_010472  Q8K2K6-1 arf-GAP domain and FG repeats-containing protein 224287 6.87525  7.22484
Dab2ip uc008jks.2 NM_001114124 Q3UHCT bled homolog 2: g protein isoform 2.01293 0.933104 1.04238
Serpina3h uc0070xb.2 NR_033450 DIYWQ4  serine (or ine) idase inhibitor, clade A, 3.79006 2.45608 2.34052
Trim33 ucD08qsw.1 NM_001079830 E9QMES  transcriptional intermediary factor 1 gamma 3.08306 1.45283 2.26239
BCO55004 uc012efi.1 NM_001013773 EOCYWS hypothetical protein LOC381680 2.103%4 0.588563 0.49154
Cd300Ib uc007mgb.1 BC107352 Q3TEQS SubName: Full=Putative uncharacterized protein; 3.54047 1.46019 2.14077
Pydot uc007drg.2 NM_001177349 Q3UPZS  hypothetical protein LOC623121 2.66276  1.0687 0.757976
Tmem106a ue007Ipn.1 BC022145 A2AN1  transmembrane protein 106A 524302 1.68433  3.22781
FamS5d uc009phv.1 AKD48132 QS2KP5-2  RecName: Full=Protein FAMSSD; Flags: Precursor; 229829 0.362203 0.545888
2810474019Rik uc00Seud.2 NM_026054 B2KFD2 hypothetical protein LOCE7246 5.81323 7.95999 8.37272
9030619P08RIk ucOOTwgt.1 NM_001039720 QSMEM1  RIKEN cDNA 9030619P08 58.4738 40.5656  35.1737
Cedc109b ucO08rir.2 NM_025779 Q81051 coiled-coil domain-containing protein 1098 2.76586 0.32056 1.44077
1830077)02Rik  wcOOSqvk.1 NM_001033780 Q3U7U4  transmembrane protein Clorf162 homolog 10.1128 2.97916 6.46891
AlG07873 ucO1iwwv.1 BC150711 done MGC:183622 IMAGE: 9087622, complete cds. 11.7475 2.83273 5.28996
AF251705 uc007mge.1 NM_134158  Q7TSN2-2 CMRF35-like molecule 7.78379  1.21242  3.5898
Gm15800 ucD08ziw.1 AKD37367 Q62086 b i ADG14 Flags: Frag: 267368 5.15396 4.81499
Foxi20 ucO09vah.1 EF649634 Q9CZV8-3  F-box/LRR-repeat protein 20 3.04922 4.52003 5.07914
TrpS3i11 uc008ifg.1 NM_001025246 Q4QQM4  tumor protein pS3-inducible protein 11 23.2338  30.1507 35.1462
Cleci2a uch09efl.2 NM_177686 Q504p2 C-type lectin domain family 12 member A 45.0243 22.6797 34.6694
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unclassed
Aim1 ucl07ezq.2 NM_172393 Qavcs2 absent in melanoma 1 protein 216717 1.09527 1.47526
Lirba ucD07far.1 AK170368 Q54963 Sub li=Gp49A; Sub Full=MCG119532, isoform CRA_a; 7.0096 1.52093  1.49557
Lrre2s ue009maz.1 NM_153074  BOEHDO leucine-rich repest-containing protein 25 934234 236249 4.99788
Uns uc00%hhs.2 NM_001191001 Q3U1D0-3 protein Lines homolog 1 isoform 2 139368 0.516634 0.454878
Metml ucD07mwd.1 NM_144797 Q8VE43 meteorin-like protein precursor 5.2604 2.04691 2.67665
Msdabb ucD08gsk.1 NM_027209 b ing 4-domains subfamily A b 28.8183 13.3662 12.936
PreSl uc008lhp.2 NM_175181 A2AVIS proline-rich protein 5-like 2.01962 0.362312 1.01418
Phi2ib uc007xc0.2 NM_001081166 Q8C966 PHD finger protein 218 0 0.247916 0.249587
2fp820 ucD08arj.1 BC019219 QsvECL zinc finger protein 820 0 0.71597 1.08084
Cede122 uc007urt.1 BC096577 Qavaze SubName: Full=Cedc122 protein; 0 1.42059 0.979788
6030458C11RIk uwc007vhy.2 AK171821 asscC1 RecName: Full=UPF0489 protein CSorf22 homolog; 0 1.88364 137224
FamS3c uc008eim.1 BC044896 Qssxas RecName: Full=Protein FAMS3C; 0 0.598628 2.30778
2310028H24R1k uc008siz.2 NM_027993 A2ANP3 hypothetical protein LOC71901 isoform 2 0 0.418395 0.758167
Krbal uc009btz.2 AK128931 Q6NXZ1 protein KRBAL 0 0.149382 0.491732
Tmem104 uch11yhj.1 AKD40834 A2A651 transmembrane protein 104 0 0.447177 0.761562
Secidil ucO1lyih.1 NM_001166507 Q9907 SEC14-fike 1 isoform 3 0 1.2671 0.929719
Treml ucd12ava.l BC111875 Q14079 SubName: Full=Trem1 protein; 0 0.249816 0.510219
6430550D023Rik wc012chn.1 NM_001145351 A3KGI9 hypothetical protein LOC320095 isoform 1 0 0.169021 0.194967
Lins uc012fmu.l NM_152815 Q3u1ibo protein Lines homolog 1 isoform 1 0 0.349611 0.212324
26p317 ued12gos.1 AKD45365 QEBLFO zinc finger protein 317 0 0.216248 0.448118
E330016A19RK wc012gxf.1 AKD30292 D3Z5R0 uncharacterized protein E330016A19Rik 0 0.651197 2.08064
Mertk uck08mgul  AKD30158 Qsces2 tive protein; Flags: Frag 0.167236 0 0
Pgbdl ucdllywq.1 NM_001012311 QSFWHS  piggyBac transposable element derived 1 isoform 0.225281 0 0
BCO49352 ue009pfm.1 NM_001198971 hypothetical protein LOCA08059 0.239049 0 0
Gm3336 ucd12gfe.1 NM_001195253 hypothetical protein LOC100041434 0.271092 0 0
1700067K01RIk wc012ggu.1 NM_183087  B7ZWFE  hypothetical protein LOCT3453 0387258 0 0
DepdcS uc008xab.1 AK166366 DEP domain-containing protein 5 isoform 2 0.500415 0 0
BC052040 uc012cbe.1 NM_001145898 B1AYS1 hypothetical protein LOC399568 isoform 1 0.50893 0 o
2310035C23Rik  ucD0Tcgm.2 NM_029349 Q148V7-2  hypothetical protein LOC227446 isoform 2 0599265 0 0
Shkbp1 uc009fvy.1 AK160641 Q6PTW2-2 SH3KBP1-binding protein 1 158371 0 0
Evisl uc009kte. 1 AK155938 Q3uiGo SubName: Full=Putative uncharacterized protein; 0377033 0 0
Gm4902 uc01izmil NM_001164327 Q8BVM3I  PHD finger protein 11 family member 117151 6.25049 8.00432
Xir uc0O9tf.1 NM_011725 Q9D6C3 XAinked lymphocyte-regulated protein PM1 2.05589 1.1119 1.0976
Znfxl uc008nze. 1 NM_001033196 A2AS5R3 NFX1-type zinc finger-containing protein 1 438474 2.65918 1.59268
Lilrb3 uc00%ewb.2 NM_011095 D3Z3W9  paired-ig-like receptor B 6.53134 1.16891  3.8357
Pira6 uch0Sexh.i  NM_008848  P97484  paired-ig-like receptor AG isoform 3 197721 0.34299 0.961334
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Figure S6: Tifly'/' and old HSCs show increased cholesterol metabolism. (A) Cluster of
genes involved in the metabolism of lipids that were commonly found deregulated. Data
shows millions of reads and Log” fold changes. (B) Quantification of different lipids by mass
spectrometry among lineage depleted BM cells (in each group. cells were pooled from 4
mice). (C) Quantification of the lipid rafts by flow cytometry with the Cholera toxin B on
LSK cells. Representative FACS plots, means (n=3 mice) with error bars that show SEM.
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Figure S7: Tifly” and old HSCs show reduced expression of several key receptors involved
in hematopoiesis. (A) Cluster of genes encoding receptors or receptor-inducible genes. Data
shows millions of reads and Log2 fold changes. (B) Quantification by flow cytometry of the
receptors on LSK cells. Representative FACS plots, means (n=3 mice) with error bars that
show SEM. Significance is indicated on the figure with the following convention: *p<0.1,

**p<0.01, ***p<0.001.
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AGGGACTITTCAACATTCATCTGGTIITCAACTICCTGATICTGTTTITGGGGTGTGGCCCTGGCATCTCTGITIAGAAAA
AAGCTCATTTGATTIGGCTITCAGGTATGTAGCAACGITGGAGAATCACCTTAAGAAGCTAAAAATAGCTATIAGAAGACTT
CIGTCTCACCGCAGGAGCCTATATCTGGAGACTTITGGGGIGIGTGIGTACGTGGTGGGGGGAACTCTGCGCAGCCG
CTCTCGGGTGTCACAGCCCTCTAGAGAACGCGGTCCAGCAACACCCAGCGAAGACCCAGGTGGTCCGCACCTCCTIC
GGTAGGAGGCCTCCGCGACCAAGCGCGCGACAGGTGAAGCTTICCGCGGTGGCGCGCCCGTCGCTGGGGATGGCG
TCGCCGTIGGAGACGCTCGCTCGGGGGCGAACGCAAGCCGGCCTCCTACTCCTGCATGITITCCCTCCCTICTITCCCG
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GGGCGCCGCGIGCGCGCGCGCTCTCGTGCGITCGCTCGCTCGCTCGCTCGCTACTTICGCTCGCTICTCGGCGGCCG
CICTTGCTGIGGCTGCGGCTGAGGCTGGGGGCGGCGGCGGCGGCGCGAGCGGCGGGCGGCGCGGGGCGGTICCG

GCGGGITCAAAGAGGAAAACATG
0000 000 00 O 000000000 o) 0000
0000 000 OO O 000000000 o) 0000
0000 000 00 O 000000000 o) 0000
0000 OO0 00 O 000000000 0 0000  Yyoung
0000 OO0 OO O (00000000 ) 0000
0000 000 00 O OOO0O0OCO o) 0000
0000 OO0 0O O O0000000O o) 0000
0000 000 00 O 000000000 o) ocooo  old
0000 000 0O O (O0000000O o) 0000
o000 000 00 O 000000000 ) 0000
B
H3K14ac
“>’ 6 9 .o
=6
eg, /1
c<
O«
88 2-
8o -
cty d e
206 nd nd 306 nd >40
v q’Q&

Figure S8: Methylation and chromatin immunoprecipitation of histones on the promoter of
the Tifly gene. (A) The nucleotide sequence of the Tifly promoter. In red, CpGs studied by
pyrosequencing. No methylation was detected on the studied CpG (white circles) for both
young and old mice. Genomic DNA (500 ng) was purified from HSCs (LSK population)
1solated five 4-month-old (young) and five 20-month-old (old) wild type mice. (B) Chromatin
immunoprecipitation of different histones followed by real-time qPCR on the promoter of the
Tifly gene in LSK (30.000 sorted cells), showing that acetylation of the histone H3K14 was
decreased in 20-month-old LSK. compared with 2-month-old LSK. Migration of the qPCR
products on agarose, with the Ct values reported below (nd: not detected) 1s shown on the left.
Quantification of the Tifly promoter compared with the input is shown on the right. Means
(n=3 mice), error bars represent SEM. **¥p<0.001.
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Figure S9: Frequencies of B lymphoid progenitors and erythroid progenitors. Frequencies of
donor-derived pre-proB, proB. preB. proE. basoE, chromaE and orthoE in the bone marrow of
mice that were long-term reconstituted with 100 SLAM cells, isolated from 4-month-old
Tifly" mice (white), 20-month-old (grey) or 4-month-old (black) wild type mice. Means (n=7
recipients), error bars represent SEM. *p<0.1, **p<0.01.
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Figure S10: Time course analysis of Tgfbrl protein stability after cycloheximide (CHX)
treatment, to block protein synthesis. Tgfbrl protein levels at 0, 3 and 6 hours after
cycloheximide addition were analyzed by Western Blottmg and compared to Actin levels. On
the right is shown the relative quantification for the Tif ly line.
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Figure S11: Increased proportion of dormant HSCs in BM isolated from Tifly”" and old mice
treated with recombinant TGF-f1. Mice received three intraperitoneal injections of Spg/Kg
TGF-P1. 24h apart, and PB was analyzed 48h after the last injection. PBS1x was used as
control (mock). Data shows GO cells (KI67") on LSK CD34" gated cells for three mice in each
group. *#*p<0.01.
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Figure S12: After injection of recombinant TGF-f1 in vive, HSCs exposed to high level of
TGF-P1 were analyzed ex vivo. Data shows the p57 mRNA expression relatives to Aetin in
young, old and Tifly”” HSCs. Means (n=2 mice)**p<0.01.
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Figure S13: Inhibition of the TGF-B1 receptor by injection of SB431542 in Tifly” and old
mice accentuates the myeloproliferative phenotype. Mice received two injections of
4pumol/Kg SB431542, 24h apart, and PB was analyzed one week after the last injection.
PBS1x was used as control (mock). Data shows the percentage of myeloid cells (Mac1°Gr1™)
for four mice in each group. Representative FACS plots, means (n=3 mice) with error bars
that show SEM. *p<0.1, **#*p<0.001.
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Figure S14: Proportion of donor-derived progenitors in the BM of mice that were long-term
reconstituted with 30 Tgfbrll° or Tgfbrlhl SLAM cells, sixteen weeks after the transplantation.
Common-lymphoid progenitors (CLP), granulocyte-macrophage progenitors (GMP) and
megakaryocyte-erythroid progenitors (MEP) and common-myeloid progenitors (CMP).
Representative FACS plots. means (n=5 recipients) with error bars that show SEM. *#p<0.01,
*#%p<0.001.
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Au cours de mon internat d’hématologie-maladie du sang, j’ai eu le privilege d’effectuer un
stage de six mois au sein de I'unité de génomique du myélome du Professeur Hervé Avet-
Loiseau a Toulouse.

Mon travail de recherche a consisté en 1’étude de la prévalence de la mutation TP53 chez les
patients porteurs d’une délétion 17p dont le pronostic est particulierement péjoratif au cours
de cette hémopathie maligne. Les données de ce travail sont en cours d’analyses statistiques
afin d’étre publiées.

Parall¢lement a cela, nous nous sommes intéressés aux patients atteints de myélome multiple
agés de moins de 65 ans. Nous avons montré que 1’age est un facteur pronostic au sein de
cette population. Ainsi, les patients 4gés de moins de 60 ans ont un meilleur pronostic que les
patients dont 1’age se situe entre 60 et 65 ans, caractérisés par une survie globale plus longue.

Cette étude portant sur 2316 patients a été publiée en 2014 dans la revue Haematologica.
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ABSTRACT

Age is a strong prognostic factor in multiple myeloma. The overall survival is shorter in patients older than 66 years,
and even shorter in those older than 75 years. Whether age is also a prognostic parameter in patients younger than
66 years treated homogeneously with intensive approaches is unknown. To address this issue, we retrospectively
analyzed a series of 2316 patients treated homogeneously with 3-4 cycles of induction chemotherapy followed by a
high-dose melphalan course, without any consolidation or maintenance. We show that patients older than 60 years
have a statistically significant shorter overall survival. The analysis of prognostic parameters did not show a higher
incidence of high-risk cytogenetics, but a higher incidence of International Staging System (ISS) stages 2 and 3, mainly
due to higher B2-microglobulin levels. This study is the first to demonstrate the impact of age in the outcome of
‘young’ patients with multiple myeloma, and suggests that this parameter should be included in the stratification fac-

tors for future prospective clinical trials.

Introduction

Age is a prognostic factor observed in every kind of can-
cers. Many factors can explain this finding: more co-mor-
bidities in elderly, poorer renal and liver functions affecting
the metabolism of anticancer drugs, but also more adverse
prognostic factor sometimes observed in older patients (like
Phl-positivity in acute lymphoblastic leukemias). In multi-
ple myeloma (MM), age is also a strong prognostic parame-
ter. Indeed, the median overall survival (OS) of patients
older than 65 years of age is currently approximately 4-6
years, whereas it is around ten years for younger patients.
Apart from co-morbidities (that are of course more frequent
in elderly patients), this important difference in survival is
mainly due to the treatment approaches used in these two
populations. Patients under 66 years of age are treated with
a much more aggressive approach including triplet induc-
tion, high-dose melphalan with autologous stem cell rescue,
and consolidation, than older patients who are not able to

tolerate the high-dose procedure. Regarding other prognos-
tic factors, we previously reported that elderly patients do
not present a higher incidence of adverse cytogenetic abnor-
malities.'™

Whether age could also affect the outcome of young
patients (< 66 years) is an unresolved question. Only one
report suggests that age could impair the outcome.” In order
to address these questions, we retrospectively analyzed a
large series of 2316 patients diagnosed with MM before their
66th birthday, all treated with high-dose melphalan, and sys-
tematically analyzed at diagnosis for the two main adverse
chromosomal abnormalities, i.e. t(4;14) and del(17p).

Methods

We searched the Intergroupe Francophone du Myé¢lome (IFM) data-
base for patients younger than 66 years of age treated with high-dose
melphalan who had benefited from a cytogenetic evaluation. Patients
were diagnosed between 1999 and 2010 in one of the IFM centers. For

©2014 Ferrata Storti Foundation. This is an open-access paper. doi:10.3324/haematol.2013.098608
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all the patients, a bone marrow sample was shipped overnight to
a central laboratory. Upon receipt, malignant plasma cells were
purified for fluorescence in situ hybridization (FISH) analysis, as
previously described® For the large majority of these patients,
blood was also sent, enabling a centralized assessment of the p2-
microglobulin (B2m) level. To be enrolled, patients must have
received an induction therapy and 1 or 2 courses of high-dose mel-
phalan. We excluded patients who had received a consolidation or
maintenance regimen, and patients who had received an allogene-
ic transplant.

Results

We found 2316 patients responding to these criteria.
The median age was 57 years (range 23-65), with 65%
under 60 years; 56% were males. Approximately half of
the patients (1142 patients, 49.3%) received a VAD induc-
tion regimen (vincristine-adriamycin-dexamethasone), the
other patients (1174 patients, 50.7%) receiving a borte-
zomib-based induction, combined with dexamethasone
+/- thalidomide. This stratification is essentially depend-
ent on the date of diagnosis with a change in 2006-2007
after the results of the IFM 2005-01 trial had been made
available.* All the patients received a single or double high-
dose melphalan course. No patient received either a con-
solidation regimen, or a maintenance therapy. p2m was
available for 92% of the patients; median value was 3.3
mg/L (range 0.6-55.3). The International Staging System
(ISSY* category was available for 80% of the patients, with
respectively 34.7%, 38.3%, and 27 % of stage 1, 2 and 3.
Out of 2048 patients evaluable for the del(17p) (11.6% had
been compromised by technical failure), 171 patients
(8.3%) presented a deletion in more than 60% of their
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plasma cells. Regarding the t(4;14), 2036 patients were
evaluable (failure rate 12.1%) and 248 of them were posi-
tive for the translocation (12.2%).

Data were then analyzed according to age with a 60-
year cut off. More ISS 2 and 3 were observed in the older
group, with respectively 37.2%, 37.1% and 25.6% ISS 1,
2 and 3 in the younger patients versus 30%, 40.4% and
29.7% in the older group (P<0.007). The statistical differ-
ence between these results are mainly due to a higher f2m
level in patients older than 60 years, and less frequently to
a lower albumin level. Regarding the two chromosomal
abnormalities, no incidence difference was observed:
8.2% versus 8.5% for del(17p), and 11.6% versus 13.3% for
t(4;14) (NS).

We also looked at the incidence of these chromosomal
abnormalities in particularly young patients, i.e. those
under 45 years of age. No difference was observed, with
an incidence of del(17p) and t(4;14) of 7.1% and 13.1%,
respectively, that showed no significant difference from
the other patients.

Patients were then analyzed for overall survival (OS).
Median OS was 100 months. Treatment induction did not
affect outcome. The risk of death increased linearly with
age, with an increased risk of 22% every ten years. With a
cut off at 60 years, older patients presented a significantly
shorter OS (P=0.003) (Figure 1). In the univariate analysis,
other factors associated with outcome (OS) were the ISS,
with Hazard Ratios (HR) of 1.41 and 2.45 for ISS 2 and 3
as compared to ISS 1, presence of a del(17p) in more than
60% of the plasma cells (HR=3.47), presence of the t(4;14)
(HR=2.60), and a hemoglobin level lower than 10 g/dL
(HR=1.75). In the multivariate analysis, age (HR=1.23), ISS
3 (HR=2.04), del(17p) (HR=1.93), and t(4.14 (HR=2.37)
were independent prognostic factors.
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Figure 1. Impact of age (< 60 vs.
> 60 years) on the overall sur-
vival.
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Discussion

In MM, it has been known for a long time that age is a
strong prognostic factor. Currently, most investigators
choose a cut off at 65 years in their design of clinical trials.
This cut off is essentially based on the feasibility of high-
dose melphalan after this age with more side-effects.
Whether this barrier can be increased to 70 years, or even
higher for fit patients, is a matter of debate. In elderly
patients, age is a known prognostic parameter, especially
for very old patients (> 75-80 years).? In ‘young’ patients (<
65 years), few large series has investigated this parameter.
One study suggested a better outcome for patients younger
than 40 years,” but these patients were treated in the 1980s
when only melphalan and steroids were available. A more
recent retrospective study did analyze patients under 50
years of age® This study showed a better outcome for
young patients when treated with standard doses of
chemotherapy, but not if treated with high-dose melphalan.

In this series, we analyzed a large number of patients (>
2000) in order to address these questions. Our findings are
quite interesting. First, very young patients do not seem to
present a characteristic disease. They display similar inci-
dences of high-risk cytogenetic changes, and their out-
come is not statistically different to that of patients aged
46-60 years. In the analysis, the prognostic impact of age
showed a linear importance of age on the risk of death,
with a 22% increase every ten years. This higher risk is
especially prominent in patients older than 60 years. This

higher risk of death does not seem to be related to cytoge-
netic factors, with a similar incidence of high-risk markers.
The main explanation is related to ISS. We found a signif-
icant higher percentage of ISS 2 and 3 stages after 60 years
of age. This finding is essentially related to a higher p2m
level. The B2m level is mainly related to two factors: i)
release from plasma cell surface via shedding; and ii) elim-
ination via renal filtration. A higher production of f2m
could be due to a higher tumor burden, or a higher shed-
ding activity. These two hypotheses are rather unlikely in
this specific age population. A lower elimination rate is a
more likely hypothesis. Even though we did not observe a
higher creatinine level in the 60-65 years population (data
available for less than half of the patients), it is well known
that renal function decreases with age. Whether this
observation is true as early as the age of 60 years is
unknown, but remains the most likely explanation.

We are not aware of a large study that has analyzed this
parameter before. Does it mean that these patients should
not be treated with high-dose approaches¢ Probably not,
since in our series the outcome of these patients is quite
good (median OS = 89 months). However, we believe that
this cut off should be included in the stratification strate-
gies when designing a new trial.
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