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AVANT-PROPOS

La rédaction de ce mémoire s’inscrit dans le cadre de I'accord de bi-diplomation entre la maitrise
en Sciences expérimentales de la santé de I'INRS — Centre Armand-Frappier Santé
Biotechnologies (Québec, Canada) et le Master d’Ingénierie de la santé, parcours diagnostic
biomédical de I'Université Clermont Auvergne (France). Les résultats présentés ci-apres sont

donc le fruit de deux recherches distinctes portant toutes les deux sur VANGL2.

VANGL2 est une protéine membranaire faisant partie de la voie de signalisation WNT/PCP.
L’expression de Vangl2 ou VANGL2 est essentielle a la survie de I'embryon. Il permet une
organisation de I'orientation des cellules d’'un méme tissu et plusieurs phénotypes anormaux et
maladies ont été associés a la mutation de ce géne. Un des plus connus, est le phénotype Loop
tail, ou les souris Vangl2-"'? ont une queue torsadée. Cependant, bien que plusieurs études se
sont concentrées sur VANGL2 dans les cellules épithéliales, son réle dans d’autres contextes

reste encore a déterminer.

Plus particuliérement, le role de VANGL2 dans les cellules hématopoiétiques n’a, jusqu’a présent,
jamais été étudié, a notre connaissance, par un autre laboratoire que celui de Krista Heinonen,
PhD. C’est donc ainsi que j'ai commencé a travailler sur VANGL2 murin. La premiére partie de ce
mémoire relate mes expériences effectuées a I'INRS sous la supervision du P™ Heinonen. Pour
une durée totalisant un an, j’ai travaillé a déterminer quel est le réle de VANGL2 dans la reprise

de I'hématopoiése a la suite d’'une irradiation sous-létale (Partie I).

Egalement, lors de mes études effectuées en France, j’ai effectué un stage de plusieurs mois au
Centre de Recherche en Cancérologie de Marseille sous la supervision d’Alexandra Walton, PhD.
Lors de ce stage, jai travaillé sur plus d’'un projet qui concernaient VANGL2, mais je me suis
particulierement concentrée sur le réle du complexe CELSR2-VANGL2 dans les cancers du sein

triple négatifs (Partie II).






RESUMES

PARTIE |

Les voies de signalisation WNT sont essentielles pour plusieurs fonctions des cellules souches
hématopoiétiques et progénitrices (HSPC) lors de I'hématopoiése. Une des voies de signalisation
Wnt permet la polarisation planaire des cellules (PCP). Un des éléments de la voie Wnt/PCP, la
protéine Van Gogh-like 2 (VANGL2), est fortement exprimé sur les HSPC et les mégacaryocytes.
Nous avons précédemment démontré que VANGL2 est nécessaire pour le maintien des HSPC
lors de greffes successives dans les souris. Notre recherche consiste maintenant a déterminer le
réle de VANGL2 dans son environnement natif lors d’'une reprise hématopoiétique et dans les
progéniteurs myéloides. Notre hypothése est qu'en absence de VANGL2, la reprise de
I'hnématopoiése sera perturbée, accompagnée d’une diminution de plaquettes. Des souris de type
sauvage et Vangl22“ furent irradiées a 4,5 Gy, afin d’induire un stress génotoxique détruisant les
cellules matures. Les cellules de la moelle osseuse et de la rate furent récoltées 11 ou 21 jours
post-irradiation, en plus de prises de sang régulieres, le tout analysé par cytométrie en flux. Nous
démontrons qu’en absence de VANGL2, un déréglement age-dépendant de la prolifération des
HSPC méne a une perte de leur réserve a long-terme, accompagné d’une hausse des
progéniteurs érythro-mégacaryocytaires dans les organes hématopoiétiques 11 jours aprés
I'irradiation. Notre recherche offre de nouvelles connaissances sur la différenciation des HSPC

lors de stress aigus.

Mots-clés : Cellules souches hématopoiétiques ; Hématopoiese ; VANGL?2 ; Voie de signalisation
WNT/PCP ; mégacaryocytes ; plaquettes ; thrombocytes
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PARTIE Il

La connaissance du mode d'action de la voie WNT/PCP et de son implication dans lI'oncogenéese
reste encore superficielle. Le récepteur de la voie WNT/PCP VANGL2 est surexprimé dans les
cancers du sein triple négatif, un sous-type de cancer du sein trés agressif. L’équipe de Jean-
Paul Borg a récemment identifi€¢ CELSR2, un co-récepteur de la famille des récepteurs couplé
aux protéines G, dont la surexpression avec VANGL2 assombrit le pronostic des patientes. Le
mode d’activation de CELSR2 est actuellement peu documenté. L’'objectif de ce stage était de
débuter la caractérisation de CELSR2 de facon dépendante ou indépendante de VANGL2. Cette
étude a permis de constater la localisation membranaire de CELSR2 dans les MCF7, de comparer
I'expression protéique de CELSR2 dans différentes cellules cancéreuses mammaires et d’évaluer
linfluence du niveau d’expression de CELSR2 sur VANGL2 et inversement. Un effet sur
I'organisation des jonctions a la suite de la diminution d’expression de CELSR2 a également été
mis en évidence. Les résultats de cette étude place I'équipe d’accueil dans une excellente
situation pour évaluer le réle de CELSR2 et de linteraction VANGL2/CELSR2 dans la

cancérogenese mammaire grace a des modeéles in vitro et in vivo.

Mots-clés : CELSR2 ; VANGL2 ; Voie de signalisation WNT/PCP ; Cancer du sein triple négatif ;

cancérogénése, TNBC
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ABSTRACTS

PART I

WNT signaling pathways are essential for many functions of hematopoietic stem and progenitor
cells (HSPC) during hematopoiesis. One of these pathways enables the planar cell polarity (PCP)
of cells. While several components of the WNT/PCP pathway are involved in regulating
hematopoietic cells, one of them, the protein Van Gogh-like 2 (VANGL2), is poorly studied in
hematopoietic cells even though it's highly expressed in HSPC and megakaryocytes. We
previously demonstrated that VANGL2 is essential for sustaining HSPC during serial
transplantations in mice. Our current research aims to determine the role of VANGL?2 in its native
environment during hematopoietic recovery and in myeloid progenitors. We hypothesized that in
the absence of VANGL2, hematopoietic recovery would be incomplete or abnormal, accompanied

by a decrease in platelet production. We irradiated wild type and Vangl244

mice at 4.5 Gy to induce
genotoxic stress, destroying mature cells. To monitor hematopoietic recovery, we collected bone
marrow and splenic cells 11 or 21 days post-irradiation and conducted regular blood draws. The
cellular populations of these organs were analyzed using flow cytometry. We demonstrate that in
the absence of VANGLZ2, there is an age-dependent disruption in HSPC proliferation, eventually
leading to a loss of HSPC pool on the long-term. Furthermore, there’s an increase in erythro-
megakaryocytic progenitors 11 days post-irradiation. Our research provides new insights into the

differentiation of HSPC during acute stress.

Keywords : hematopoietic stem cells; hematopoieisis; VANGL2, WNT/PCP pathway;
megakaryocytes; platelets; thrombocytes
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PART Il

Knowledge of WNT/PCP pathway’s activation and its involvement in oncogenesis remains
superficial. The WNT/PCP pathway receptor VANGL2 is overexpressed in triple negative breast
cancer, an extremely aggressive breast cancer subtype. Jean-Paul Borg's team recently identified
CELSR2, a co-receptor of the G protein-coupled receptor family, whose overexpression with
VANGL2 worsens the prognosis of patients. The mode of activation of CELSR2 is currently poorly
documented. The objective of this internship was to begin CELSR2’s characterization dependently
and independently of VANGLZ2. In this study, it was possible to observe CELSR2’s membrane
localization in the MCF7 lineage, to compare CELSR2’s protein expression in different breast
cancer cells and to evaluate the influence of CELSR2’s level of expression on VANGL2 and vice
versa. An effect on the organization of junctions following the decrease in expression of CELSR2
has also been demonstrated. The results of this study put the team in an excellent position to
assess the role of CELSR2 and the VANGL2/CELSR?2 interaction in breast carcinogenesis using

in vitro and in vivo models.

Keywords : VANGL2; CELSR2; WNT/PCP pathway; Cancerogenesis; Triple negative breast
cancer, TNBC
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1 INTRODUCTION

1.1 Heématopoiése

L'hématopoiése est un processus responsable de la production continue des cellules sanguines.
Ce mécanisme dynamique se déroule principalement dans la moelle osseuse, ou les cellules
souches hématopoiétigues (CSH) résident et se différencient en diverses lignées cellulaires
spécialisées. Parmi ces lignées, on retrouve la lignée myéloide qui permet de produire les
érythrocytes, les mégacaryocytes et les plaquettes, les granulocytes et les monocytes et la lignée
lymphoide qui produit les lymphocytes T, les lymphocytes B et les cellules natural killer. Les

lignées myéloide et lymphoide sont toutes deux en mesure de produire des cellules dendritiques.

Cependant, la majorité des CSH ont la particularité de demeurer principalement dans une phase
inactive du cycle cellulaire. Ceci est représenté par la phase GO, ou les cellules sont quiescentes.
Il N’y a aucune réplication, aucune division et aucune synthése d’ADN. Cet état quiescent des
CSH est atteint aprés la naissance (Bowie et al., 2006) et permet de prévenir I'épuisement
cellulaire et une sénescence prématurée (Pietras et al., 2011). Ces CSH quiescentes a long terme
(LT-CSH) ont une haute capacité d’auto-renouvellement et composent ainsi la majorité de la
réserve de CSH. Elles peuvent maintenir leur état de quiescence pendant plusieurs mois et
compléetent rarement un cycle de division cellulaire (Laurenti & Gottgens, 2018; Pietras et al.,
2011), mais lors de stress, le passage de la phase GO a G1 peut étre facilité afin de les activer
plus rapidement et augmenter la production de cellules hématopoiétiques (Pietras et al., 2011,
Wilson et al., 2008). A I'état physiologique, la majorité des cellules sanguines sont produites par
une minorité de CSH qui ont une capacité de division élevée, mais une faible capacité d’auto-
renouvellement. Demeurant dans la phase de quiescence pour une période de temps plus courte,
ces progéniteurs sont désignés comme étant les CSH a court terme (CT-CSH) (Pietras et al.,
2011).

Durant I'nématopoiése, les CSH vont d’abord se différencier en progéniteurs multipotents
(Multipotent progenitor cells) (MPP). Les MPP n’ont aucune capacité d’auto-renouvellement
(Cheng et al.,, 2020; Pietras et al., 2015). Toutes les cellules souches et progénitrices
hématopoiétiques (HSPC) sont caractérisées par leur absence de marqueurs cellulaires matures
(Lin-) et par la présence de I'antigéne 1 des cellules souches (stem cell antigen 1) (SCA-1) et de
c-KIT/CD117, qui est le récepteur du facteur de cellules souches (stem cell factor) (SCF). Ainsi,
les CSH et les MPP sont tous Lin'SCA-1*c-KIT* (LSK). Malgré tout, les MPP posséedent une

certaine hétérogénéité au niveau de leurs marqueurs de surfaces représentant un biais dans leur



différenciation (Tableau 1.1), bien qu’ils soient en mesure de produire toutes les cellules
hématopoiétiques matures (Pietras et al., 2015). Ainsi, les MPP2 et les MPP3 ont tendance a se
différencier en cellules progénitrices myéloides (CMP), alors que les MPP4 ont plutét tendance a
se différencier en cellules progénitrices lymphoides (CLP) (Cheng et al., 2020; Pietras et al.,
2015). Vu le biais des MPP4 vers la lignée lymphoide, ils sont parfois désignés comme des
progéniteurs lymphoides multipotents (LMPP) (Cheng et al., 2020; Pietras et al., 2015), tout en
étant en mesure de produire des cellules myéloides lors de stress (Pietras et al., 2015).

Tableau 1.1 Marqueurs cellulaires des HSPC
HSPC Marqueurs cellulaires
LT-CSH CD150* CD34- Lin- Sca-1* c-Kit* CD135- CD48-
CT-CSH (MPP1) CD150" CD34* Lin- Sca-1* c-Kit* CD135- CD48-
MPP2 CD150* CD34- Lin- Sca-1* c-Kit* CD135- CD48*
MPP3 CD150 CD34 Lin- Sca-1* c-Kit* CD135 CD48*
MPP4 (LMPP) CD150- CD34" Lin- Sca-1* c-Kit* CD135* CD48*

Sources : (Engelhardt et al., 2002; Oguro et al., 2013; Pietras et al., 2015)

Bien que les MPP2 et les MPP3 se différencient tous deux en CMP, de récentes études suggérent
que les CMP se seraient pas un type de cellule précis, mais plutét un compartiment hétérogéne
qui regroupe différents progéniteurs myéloides qui ont eux-mémes un biais de différenciation. On
y retrouve donc les cellules Pré-progénitrices des granulocytes et monocytes (Pre-GMP) et les
cellules pré-mégacaryocytes et pré-érythroides (PreMegE) (Drissen et al., 2016; Solomon et al.,
2020). Les PreMegE font elles-mémes parties du compartiment des progéniteurs des
mégacaryocytes et des érythrocytes (MEP) (Solomon et al., 2020). Les PreMegE se différencient
ensuite en progéniteur de mégacaryocytes (MkP) ou en cellule formant des colonies
érythrocytaires (CFU-E). Une étude a d’ailleurs démontré que les PreMegE exprimant le récepteur

CD34 a leur surface ont tendance a devenir des MkP (Draper et al., 2016).

Comme mentionné précédemment, les LT-CSH sont supposées étre les cellules
hématopoiétiques les plus indifférenciées. Pourtant, certaines d’entre elles possédent des
caractéristiques rappelant les mégacaryocytes. Ces LT-CSH expriment, entre autres, le récepteur
CDA41 a la surface de leur cellule et le facteur de von Willebrand (Gekas & Graf, 2013; Sanjuan-
Pla et al., 2013). Certaines études se sont penchées sur ce sous-groupe de LT-CSH et ont
démontré qu’elles sont en mesure de contourner la pyramide de différenciation habituelle illustrée

a la Figure 1.1 et auraient le potentiel de se différencier directement en MkP (Nishikii et al., 2017;



Psaila & Mead, 2019). Cette proportion de LT-CSH avec un biais pour les MKP augmenterait avec
'age (Gekas & Graf, 2013; Sanjuan-Pla et al., 2013).

Lors de leur division a la phase M du cycle cellulaire, les CSH peuvent produire soit deux MPP,
deux nouvelles CSH identiques a la CSH-mére ou plus généralement, a I'état physiologique, elles
se diviseront en une MPP et une nouvelle CSH identique a la CSH-mere, requérant une division
asymétrique de la cellule (Figure 1.2). Ceci permet simultanément la production constante de

cellules sanguines et le maintien de la réserve de CSH (Pham et al., 2014).

LT-CSH

®
lTJ

CT-CSH

Pre-GMP CLP

%
\ ' )
\ 4

Figure 1.1 Différenciation des cellules progénitrices et leur biais.

L’épaisseur des fleches indique la susceptibilité des cellules progénitrices a suivre cette direction dans leur
différentiation, adapté de Pietras et al., 2015. Figure créée a I'aide de smart.servier.com.
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Figure 1.2 Division asymétrique polarisée des CSH.

Au centre, il est possible de voir la division des CSH a I’état homéostatique. Une CSH produit une nouvelle CSH
et une MPP qui devient une cellule différenciée du sang. A gauche, le modéle de division permet de produire
des cellules du sang plus rapidement. A droite, le modéle de division permet une prolifération des CSH. Figure
créée a l'aide de smart.servier.com

1.1.1 Hématopoiése embryonnaire et feetale

L'hématopoiése débute lors de I'embryogenese dans le sac vitellin et peut étre divisée en deux
vagues. La premiére vague se produit autour du 7e jour du développement embryonnaire de la
souris ou du 17¢ jour du développement embryonnaire humain. Cette hématopoiése primitive
permet la production d’érythrocytes, de mégacaryocytes et de pré-macrophages qui n'ont pas
d’'intermédiaire monocytique (Julien et al., 2016; Mack et al., 2021; Yamane, 2018). Les cellules
hématopoiétiques ne proviennent pas de la différenciation de CSH comme chez 'adulte, mais
plutét d’hémangioblastes dérivés de cellules mésodermiques indifférenciées qui se situent dans
le mésoderme extra-embryonnaire (Julien et al., 2016). La deuxiéme vague se produit entre le 8e
et le 11° jour embryonnaire de la souris ou entre la 3® et 5° semaine post-fécondation chez
’humain dans la région embryonnaire aorte-gonades-mésonéphros (AGM). Des CSH immatures
sont produites dans 'AGM et subiront une série de modifications permettant une spécification
hématopoiétique. Ces CSH vont ensuite migrer vers le foie foetal ou elles deviendront des CSH
matures capables de se différencier en toutes les cellules hématopoiétiques matures et qui
possédent une capacité de reconstitution d’'un héte irradié. Une fois dans le foie feetal, la
population de CSH matures va rapidement prendre de I'expansion. Ceci constitue I'hématopoiése
définitive (Ciriza et al., 2013; Mack et al.,, 2021). L'hématopoiese foetale se poursuit ainsi
majoritairement dans le foie foetal, bien qu’il soit possible de détecter des CSH actives dans la
rate foetale au 15° jour embryonnaire de la souris. Les CSH matures sont éventuellement
recrutées vers la moelle osseuse par CXCL12 (stromal-derived factor 1), le ligand du récepteur
CXCR4 exprimé a leur surface, et c’est au 17¢ jour embryonnaire de la souris que I’hématopoiése
débute dans la moelle (Christensen et al., 2004; Ciriza et al., 2013), ou a la 12® semaine post-

conception chez '’humain (Charbord et al., 1996).



Lors de ’hématopoiése foetale, les CSH du foie foetal et de la moelle osseuse sont principalement
actives et en état de prolifération afin de permettre une production sanguine qui convient aux
besoins grandissant du feetus. L’état actif des CSH est maintenu aprés la naissance pendant 3 a
4 semaines chez les souris avant de brusquement devenir quiescent (Bowie et al., 2006). Chez
'humain, cette transition vers la quiescence se produit lors des deux premiéres années de vie
(Rufer et al., 1999).

1.1.2 Hématopoiése adulte

Les CSH adultes se retrouvent dans la moelle osseuse et sont facilement distinguables des CSH
foetales par leur état de quiescence. Cet état de quiescence permet de prévenir la sénescence
par I'épuisement, mais également de protéger les CSH de différents dommages. On parle ici de
dommages causés par des espéces réactives de I'oxygéne (ROS), mais également par de la
radiation (Singh et al.,, 2020). Les CSH quiescentes peuvent malgré tout accumuler des
dommages a leur ADN, mais sont en mesure d’activer les mécanismes de réparation de I'ADN

lors de leur entrée dans le cycle cellulaire (Beerman et al., 2014).

Comme mentionné précédemment, la division des CSH se fait généralement de maniére
asymeétrique. Cependant, différents facteurs externes peuvent influencer la présence ou I'absence
de symétrie lors de la division des CSH, comme la présence d’infection ou des dommages a la
niche hématopoiétique (Inra et al., 2015; Oguro et al., 2017), un facteur intrinseque important a
considérer est 'age des CSH. Effectivement, de jeunes CSH favorisent une division asymétrique,
alors que les CSH agées se divisent principalement de maniére symétrique, réduisant le nombre
de MPP produits (Florian et al., 2018). Cette perte de polarité au niveau de la division cellulaire
chez les CSH agées est également observable au niveau de la polarité phénotypique de la cellule.
Cette perte de polarité est due a 'augmentation de l'activité de CDC42 (Florian et al., 2018),
discutée plus en détails a la section 1.5 La voie WNT/PCP dans les cellules hématopoiétiques.
Les CSH des souris agées tendent également a avoir davantage de marqueurs de sénescence,
particulierement p16'"N%43, réduisant leur fréquence de division cellulaire (Pietras et al., 2011). Plus

encore, un biais myéloide est observable lors du vieillissement (Nishi et al., 2019).

1.2 Niche hématopoiétique

Le microenvironnement qui est requis pour une hématopoiese fonctionnelle se situe

principalement dans la moelle osseuse et se nomme niche hématopoiétique. Chez la souris, ce



microenvironnement se retrouve dans tous les os, alors qu’il se limite aux os axiaux et aux régions

proximales des os longs chez 'humain adulte (Yu & Scadden, 2016).

Dans la niche hématopoiétique, il est possible de retrouver des facteurs de croissance et des
interactions complexes entre les cellules qui régulent étroitement I'hnématopoiése, assurant un
équilibre harmonieux entre la production, la maturation et la libération des cellules sanguines. La
niche hématopoiétique de la moelle osseuse se divise en deux principales sections. A proximité
de I'endostéum, on retrouve la niche endostéale et a proximité des vaisseaux sanguins dans les

0s, on retrouve la niche périvasculaire.

1.2.1 Niche endostéale

La niche endostéale hématopoiétique est un microenvironnement spécialisé situé a la surface de
'endostéum dans l'os trabéculaire (Askmyr et al., 2009; Morrison & Scadden, 2014). Composée
d’ostéoblastes, d’ostéoclastes et d'ostéocytes, la niche endostéale offre un support physique et
fournit des signaux moléculaires nécessaires au maintien et a la régulation des CSH. La niche
endostéale est particulierement importante pour le maintien des CSH. La présence d’ostéoblastes
est essentielle afin de maintenir les capacité d’auto-renouvellement et de quiescence des LT-CSH
chez la souris (Bowers et al., 2015). Plus encore, certaines études tendent a démontrer que la
localisation des CSH dans la moelle osseuse pourrait étre en partie influencée par 'endostéum.
Effectivement, a la suite d’'une transplantation de moelle osseuse, les CSH se retrouvent
principalement a proximité de I'endostéum, comparativement a d’autres progéniteurs plus
engagés. Les HSPC activés et davantage différenciés tendent a se rapprocher de la veine
centrale (Mendelson & Frenette, 2014; Morrison & Scadden, 2014). Les ostéoblastes
maintiennent les CSH a proximité dans un état de quiescence en sécrétant de la thrombopoiétine
(TPO) (Emerson, 2007; Wang et al., 2016). La TPO peut également favoriser I'activation des CSH
afin de promouvoir leur auto-renouvellement et leur expansion en cas de stress, comme lors d’'une
transplantation (Fox et al., 2002). Les ostéoblastes lient également les CSH en exprimant de
'angiopoiétine-1 (ANGP-1) qui se lie au récepteur tyrosine kinase TIE1 ou TIE2 des CSH. La
liaison TIE2/ANGP-1 augmente la quiescence des CSH en plus de soutenir leur fonction de
reconstitution de la moelle osseuse a la suite d’une irradiation (Arai et al., 2004). Les ostéoblastes
expriment également de l'ostéopontine qui permet de lier les CSH via leur B-intégrine.
L’ostéopontine agit comme un régulateur négatif de la prolifération des CSH et permet ainsi de

limiter leur expansion dans la moelle osseuse (Nilsson et al., 2005; Stier et al., 2005).
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De plus, les ostéoblastes sécrétent divers facteurs de croissance et de signalisation qui sont
essentiels a 'hématopoiése normale, dont la protéine morphogénigue osseuse 4 (BMP-4). En
absence de BMP-4, le nombre de cellules LSK dans la moelle osseuse est grandement réduit et
les CSH perdent leur capacité d’auto-renouvellement. La présence de BMP-4 dans la niche est
également essentielle pour permettre aux CSH de reconstituer la moelle osseuse a la suite d’'une
irradiation (Goldman et al., 2009). lls peuvent également sécréter le facteur stimulant des colonies
granulocytaires (G-CSF) afin de supporter des progéniteurs myéloides (Taichman & Emerson,
1994) et du CXCL12 qui est essentiel pour la maturation des lymphocytes B (Galan-Diez &
Kousteni, 2017; Yu & Scadden, 2016).

1.2.2 Niche périvasculaire

La majorité des LT-CSH sont adjacentes a des sinusoides ou des artérioles (Morrison & Scadden,
2014), soulevant I'hnypothése que ceux-ci jouent un réle dans le maintien des fonctions des CSH.
On parle alors de la niche périvasculaire qui regroupe principalement les cellules endothéliales
des vaisseaux sanguins et les cellules mésenchymateuses stromales (Mesenchymal stem cells)

(MSC) qui se trouvent a leur surface.

Les MSC et les cellules endothéliales expriment SCF (Morrison & Scadden, 2014), qui est le
ligand du récepteur c-KIT/CD117 exprimé a la surface des CSH, et qui est essentiel pour la survie,
la prolifération et la différenciation des CSH (Ding et al., 2012). Plus encore une interaction directe
du SCF membranaire des MSC et des cellules endothéliales avec les CSH est nécessaire pour
permettre leur maintien dans la niche. Les MSC qui expriment fortement SCF se retrouvent
principalement sur les sinusoides, alors que les cellules endothéliales des vaisseaux sanguins
l'expriment a un plus faible niveau (Morrison & Scadden, 2014). Les MSC et les cellules
endothéliales expriment également CXCL12. Comparativement au CXCL12 exprimé par les
ostéoblastes qui impacte principalement la formation de lymphocytes B, celui retrouvé a la surface
des MSC est essentiel pour le maintien de la réserve de CSH et pour leur localisation dans la
moelle osseuse, tout comme celui exprimé par les cellules endothéliales, mais ce-dernier a un
moindre niveau (Greenbaum et al., 2013). Les cellules endothéliales ont également la particularité
d’exprimer des protéines de type angiopoiétine (angiopoietin-like proteins) (ANGPTL).
Contrairement aux ANGP, les ANGPTL ne lient pas TIE-1 ou TIE-2. Parmi ces différentes
protéines, TANGPTL2 exprimé par les cellules endothéliales de la niche hématopoiétique est

essentiel pour maintenir la quiescence des CSH (Yu et al., 2022b).
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1.2.3 Autres éléments importants pour le maintien des CSH

Outre les cellules associées a la formation osseuse et aux vaisseaux sanguins dans la moelle,
plusieurs autres cellules et facteurs solubles sont importants pour le maintien de la niche

hématopoiétique et influencent les fonctions des CSH.

Premiéerement, les neurones sympathiques qui innervent la moelle osseuse influencent
grandement la niche hématopoiétique et les HSPC. En relachant de la noradrénaline, ils sont en
mesure d’inhiber I'expression de CXCL12, dont l'importance a été discutée précédemment
(Fielding & Mendez-Ferrer, 2020). Selon un cycle circadien, ces neurones relachent également
de la norépinéphrine le matin et le soir ce qui augmente le niveau de facteur de nécrose tumorale
(TNF). Lors de la stimulation du matin, le TNF permet de favoriser la prolifération et la
différenciation des HSPC, alors que la stimulation du soir favorise plutdt la quiescence des HSPC
(Golan et al., 2018).

Deuxiemement, les mégacaryocytes sont également en mesure de réguler la quiescence des
CSH et jouent ainsi un réle dans la niche hématopoiétique. Les mégacaryocytes sont situés a tres
grande proximité des CSH, parfois méme en contact direct (Bruns et al., 2014; Zhao et al., 2014)
étant donné qu’ils se situent eux aussi prés des sinusoides. Grace a leur sécrétion de CXCL4
(Bruns et al., 2014) et de TGF-B1 (Zhao et al., 2014), les mégacaryocytes sont en mesure de
limiter la prolifération cellulaire des CSH en les maintenant dans la phase GO. Les cellules de
Schwann non-myélinisées sont également en mesure d’activer du TGF-B inactif, contribuant ici
aussi a la quiescence des CSH (Yamazaki et al., 2011). Cependant, en cas d’ablation
hématopoiétique et de dommages a la niche endostéale, les mégacaryocytes ont la capacité
d’augmenter leur sécrétion du facteur de croissance de fibroblaste 1 (fibroblast growth factor)
(FGF) qui permet de regénérer 'endostéum et d’augmenter la prolifération des HSPC via NFkB
(Yoon et al., 2017; Zhao et al., 2012). Le FGF-1 est alors sécrété en plus grande quantité que le
TGF-B1. Ceci indigue une capacité de régulation dynamique des CSH par les mégacaryocytes
(Zhao et al., 2014). Plus encore, grace au récepteur de la TPO nommé MPL, les mégacaryocytes
et les plaquettes sont en mesure de contrdler la concentration de TPO dans la moelle osseuse.
(de Graaf & Metcalf, 2011).

Les adipocytes sont également un élément important de la niche hématopoiétique. Effectivement,
la quantité d’adipocytes dans la moelle osseuse augmente a la suite d’une irradiation afin de
stimuler 'hématopoiése en sécrétant du SCF, permettant ainsi la reconstitution de la moelle
osseuse (Zhou et al., 2017). L’adiponectine, également sécrétée par les adipocytes, promeut la

prolifération des CSH (DiMascio et al., 2007). Cependant, 'accumulation d’adipocytes dans la
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moelle osseuse impacte plutdét négativement 'hématopoiése. Cette accumulation d’adipocytes
peut se produire lors du vieillissement ou de I'obésité, mais est également naturellement présente
dans la queue des vertébrés (Hu et al., 2019; Zhou et al., 2017). La différenciation des MSC en
adipocytes dans la moelle osseuse est régulée positivement par I'expression de Pax3 et

négativement par I'expression de Bmi-1 (Hu et al., 2019).

Parmi les facteurs solubles de la niche hématopoiétique, on retrouve également les protéines
WNT. Les protéines WNT peuvent étre extrinséques aux cellules hématopoiétiques ou
intrinséques, comme c’est le cas pour la sécrétion autocrine de WNT4 par les HSPC afin de
promouvoir leur auto-renouvellement chez la souris (Hetu-Arbour et al., 2021). L’'importance des
protéines WNT dans I'hématopoiése est davantage détaillée dans la section 1.5 La voie

WNT/PCP dans les cellules hématopoiétiques.

1.2.4 Hématopoiése extra-médullaire, thymopoiese et hématopoiése d’urgence

Bien que la niche hématopoiétique se retrouve principalement dans la moelle osseuse, ce n’est
pas le seul organe hématopoiétique. Lorsque I'hématopoiése a lieu a I'extérieur de la moelle
osseuse, on parle alors d’hématopoiése extra-médullaire. L’hématopoiése extra-médullaire se

situe généralement dans le thymus et la rate.

Le thymus permet la maturation des thymocytes en lymphocytes T et est essentiel afin de terminer
leur lymphopoiése. Tout d’abord, les cellules endothéliales, épithéliales et stromales
mésenchymateuses du thymus expriment SCF qui est essentiel a la progression des thymocytes
dans le thymus et a leur maturation (Buono et al., 2016). Les cellules épithéliales et les fibroblastes
provenant des cellules stromales mésenchymateuses du thymus expriment également du CCL19
et du CCL21, qui permettent de réguler la position et la migration des thymocytes dans le thymus
lors de leur maturation via le récepteur CCR7 des thymocytes (Gray et al., 2007; Witt & Robey,
2004). En cas de dommages causés par de la chimiothérapie, les fibroblastes issues des MSC
du thymus sécrétent les facteurs de croissance IL-6 et FGF-7, afin de promouvoir la prolifération
des cellules épithéliales thymiques et la régénération du thymus (Gray et al., 2007). Plus encore,
les cellules endothéliales du thymus sont en mesure de sécréter du BMP-4 a la suite de
dommages au thymus causés par la radiation. Le BMP-4 sécrété permet la régénération des
cellules épithéliales du thymus et est donc essentiel au rétablissement de cet organe (Wertheimer
et al., 2018).

Dans la rate, 'hématopoiése se produit dans la pulpe rouge, ou se retrouvent des sinusoides dont

les cellules endothéliales expriment SCF. Il est également possible d’y retrouver des cellules
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stromales exprimant CXCL12 (Inra et al., 2015). A 'état homéostatique, 'hématopoiése de la rate
suit principalement une différenciation myéloide et permet une production unique de cellules
dendritiques qui ressemblent a celles obtenues dans des cultures de longue durée (O'Neill et al.,
2011). Cette production particuliere de cellules dendritiques et une tendance accrue pour la
différenciation myéloide indiquent que le microenvironnement hématopoiétique de la rate pourrait
différer de celui retrouver dans la moelle osseuse (Kim, 2010; O'Neill et al., 2011). Plus encore,
les CSH résidant dans la rate sont majoritairement a la phase G1 du cycle cellulaire, leur conférant
ainsi la particularité d’étre « pré-activées ». Bien que la transition G1/S est inhibée a I'état
homéostatique et régulée par le géne de translocation myéloide 16 (MTG16), le fait d’étre
majoritairement a I'état G1 leur permet tout de méme de faciliter 'enclanchement d’une réponse
d'urgence en cas de stress (Coppin et al., 2018). Ceci fait de la rate le site principal de
I’'hématopoiése extra-médullaire d’'urgence (Crane et al., 2017; Kim, 2010; O'Neill et al., 2011).

L’hématopoiése extra-médullaire prend donc de I'ampleur lors de certains stress, par exemple
lors la destruction partielle de la moelle osseuse, en cas d’infection ou simplement lors
d’insuffisance hématopoiétique, comme lors d’'une grossesse (Inra et al., 2015; Oguro et al.,
2017). La radiation est une cause connue de la destruction de la moelle osseuse (Neelis et al.,
1998; Till & McCulloch, 1961). A la suite d’'une irradiation, les CSH se situent davantage a
proximité de I'endostéum (Morrison & Scadden, 2014; Pinho & Frenette, 2019) et des artérioles

(Crane et al., 2017), probablement dd a la destruction des sinusoides.

Le systéme hématopoiétique est le plus sensible a l'irradiation et chez les rongeurs, les premiers
signes du syndrome hématopoiétique de radiation aigue peuvent apparaitre dés des doses de 3
Gy (Shao et al., 2014). Les symptdmes sont cependant transitoires a cette faible dose et sont
principalement dus a la mort cellulaire des cellules endommagées. Ceci provoque principalement
une myélo-suppression temporaire et une augmentation de la prolifération et de la différenciation
des HSPC (Mauch et al., 1995). Les doses supérieures a 3,5 Gy peuvent provoquer une myélo-
suppression persistante et une insuffisance hématopoiétique (Henry & Arcangeli, 2021; Kaplan et
al., 2011; Mauch et al., 1995; Wang et al., 2006b). Effectivement, contrairement aux faibles doses,
de hautes doses peuvent engendrer des dommages a ’'ADN, dont des cassures doubles brins qui
sont davantage a risques de réparations non-fonctionnelles, pouvant engendrer la mort cellulaire,
mais aussi la sénescence, une différenciation altérée ou des transformations tumorales (Henry &
Arcangeli, 2021). Il a été observé que lirradiation totale a des doses modérées ou élevées
provoque effectivement des séquelles persistantes chez les CSH, particulierement une réduction

de leur réserve dans la moelle osseuse et un déficit dans leur auto-renouvellement. Une des
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causes de ces altérations persistantes est la présence accrue de ROS maintenue plusieurs
semaines aprés lirradiation (Henry & Arcangeli, 2021). L'irradiation peut également provoquer
des dommages permanents a la niche hématopoiétique, ce qui influencera la différenciation des
HSPC par la suite (Dominici et al., 2009).

De plus, la thrombocytopénie a la suite de l'irradiation peut se révéler mortelle. Effectivement, la
radiation peut également provoquer de l'inflammation généralisée et il a été démontré que
'absence de plaquettes en cas d’'inflammation mene & une hémorragie (Goerge et al., 2008).
L’exposition a des rayons X est d’ailleurs associée a des hémorragies généralisées (Jackson et
al., 1952). De plus, il a été proposé que la thrombocytopénie suivant I'irradiation est un excellent
facteur prédictif de la survie du sujet exposé, bien que la neutropénie soit le facteur généralement
considéré comme déterminant de la survie (DiCarlo et al., 2011; Stickney et al., 2007). Ainsi, la
reprise de la thrombopoiése et de la mégacaryopoiése est essentielle ala survie lors de

dommages séveres a la moelle osseuse causés par la radiation.

1.3 Meégacaryopoiese

La mégacaryopoiése est le processus de maturation des mégacaryocytes jusqu’a la production
de plaquettes. Comme I'ensemble des cellules hématopoiétiques, les mégacaryocytes
proviennent de la différenciation et de la maturation d’'une CSH. lls ont cependant la particularité
d’accumuler de I’ADN dans leur noyau via une forme avortée de la mitose nomme endomitose.
Lors de ce phénomeéne, la cellule débute la mitose et réplique ses chromosomes a la phase S. La
cellule continue ensuite le processus de la mitose jusqu’a 'anaphase, ou les chromatides sceurs
seront séparés, mais ne migreront pas a des pbles séparés de la cellule qui n’entamera jamais la
télophase ni la cytodiérése (Nagata et al., 1997). Ainsi, cette cellule ne se divisera jamais en deux
cellules filles, résultant plutdét en une cellule diploide. L’arrét prématuré de la division cellulaire
serait di a une anomalie de la signalisation de RHO/ROCK qui empécherait la réalisation du
processus de cytodiérése (Lordier et al., 2008). Plus encore, le mécanisme qui provoque
'avortement de la cytodiérése différe selon la ploidie des mégacaryocytes. Lors des premiéres
répétitions du cycle cellulaire, le facteur d'échange de nucléotides de guanine (guanine nucleotide
exchange factor) (GEF) GEF-H1 est inhibé, empéchant I'activation de RHOA. Lorsque la ploidie
des mégacaryocytes est supérieure a 4N, le GEF inhibé est plutdt I'epithelial cell transforming 2
(ECT2), inhibant encore une fois I'activation de RHOA (Gao et al., 2012). L’'endomitose sera
répétée a de nombreuses reprises, formant ainsi des mégacaryocytes allant jusqu’a 128N et des

8N ils sont susceptibles de participer a la production de plaquettes. Lors de leur maturation dans
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la moelle osseuse, les mégacaryocytes grossissent a chaque répétition d’endomitose et
expandent leur cytoplasme qui formera des invaginations dans la cellule. Lorsque les
mégacaryocytes entrent en contact avec les cellules endothéliales des vaisseaux sanguins, de
longues extensions cytoplasmiques provenant de ces invaginations se formeront. Ces extensions,
en forme de gros filament, sont appelées pro-plaquettes et sont en mesure de pénétrer dans les
sinusoides vasculaires ou elles vont se fragmenter sous l'effet du flux sanguin en plaquettes
(Machlus & Italiano, 2013).

La formation des pro-plaguettes est un phénoméne finement régulé. Une stimulation par de la
TPO permet d’activer la signalisation RHOA/CDC42 qui favorisera la relocalisation du complexe
formé de megakaryoblastic leukemia 1 (MKL1) et de serum response factor (SRF) vers le noyau.
MKL1/SRF permet alors I'expression de génes relatifs a la formation des pro-plaquettes (Gilles et
al., 2009; Heib et al., 2021; Smith et al., 2013). D’autres facteurs de transcription sont également
essentiels a la formation des pro-plaquettes. Le facteur de transcription érythroide GATA-1 permet
d’induire I'expression de la sous-unité p45 du facteur nucléaire érythroide 2 (nuclear factor-
erythroid 2) (NF-E2) (Italiano & Hartwig, 2013; Lecine et al., 1998). NF-E2 permet a son tour la
transcription de Tubbl qui code pour la B1-Tubuline, qui se situe dans les pro-plaquettes lors de

la phase terminale de la mégacaryopoiése et est nécessaire a leur formation (Lecine et al., 2000).

Une étude a également démontré que la formation des pro-plaquettes est régulée par les ligands
WNT. Effectivement, WNT3a stimule la maturation des mégacaryocytes et amplifie la formation
des pro-plaquettes, alors que WNT5a inhibe la formation des pro-plaquettes en plus de réduire
I'expression de facteurs de transcription impliqués dans la maturation des mégacaryocytes
(Macaulay et al., 2013). Vue I'importance de la signalisation de WNT dans I'hématopoiése, les
prochaines sections se concentreront sur les différentes voies de signalisation qui impliquent cette

famille de protéines.

1.4 Les voies de signalisation WNT

Les protéines WNT sont des ligands extracellulaires morphogénes et proviennent d’un proto-
oncogene. Le nom « Wnt » provient d’'une combinaison de deux noms qui avaient étaient donnés
pour le méme gene. Certains scientifiques avaient initialement découvert qu’en absence d’'un
géne et des protéines qu'il transcrit, les drosophiles sont dépourvues d’ailes. Ce géne a donc été
nommeé Wingless (Wg). Quelgques années plus tard, un autre groupe de chercheurs ont
« découvert » un nouveau proto-oncogéne qu’ils ont nommés Integration-1 (Int-1). Lorsque la

communauté scientifique a réalisé que Integration-1 et Wingless représentent le méme gene, ils
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ont combiné les noms ensemble pour produire Wingless-Integration, Wg-Int. Le géne a donc été

renommé Wnt-1, tout comme les protéines qu’il transcrit (Kypta, 2011).

Il existe plusieurs voies de signalisation WNT. La plus connue est la voie de signalisation
canonigue nommée WNT/B-caténine, qui, comme son nom l'indique, implique la stabilisation de
la B-caténine. Elle implique principalement les ligands WNT2, WNT3, WNT3a, WNT4 et WNT8a.
Les voies de signalisation non-canoniques de WNT sont principalement décrites comme étant f3-
caténine-indépendantes et impliquent les ligands WNT4, WNT5a, WNT5b, WNT6, WNT7a, et
WNT11 (Chae & Bothwell, 2018). Ces voies ne ménent généralement pas a la stabilisation de la
B-caténine, bien qu’il existe des exceptions qui seront discutées plus loin. Ainsi, leur activation
meéne plutét a l'inhibition de la voie canonique. Les voies non-canoniques regroupent deux sous-
catégories : la voie WNT calcium-dépendante (WNT/Ca?*) et la voie de la polarité cellulaire
planaire (PCP).

1.4.1 Lasignalisation canonique WNT/B-caténine

La B-caténine murine est une protéine codée par le gene Ctnnbl et est impliquée dans la voie de
signalisation canonique de WNT. La voie WNT/B-caténine permet 'accumulation de la B-caténine
dans la cellule avant son entrée dans le noyau (Figure 1.3). En absence de WNT, la B-caténine
est phosphorylée et ubiquitinée par un complexe de destruction puis dégradée par le protéasome.
Le complexe de destruction est composé de la glycogene synthase kinase 3 (GSK3), de la
polypose adénomateuse du coli (APC), de la caséine kinase 1a (CK1a) et d’axine Le complexe
de destruction se lie a la B-caténine, puis GSK3 et CK1a phosphorylent la B-caténine. Cette
phosphorylation favorise son interaction avec la B-transducin-repeat—containing protein (3-TrCP)
qui ubiquitine la B-caténine. Cependant, lorsque WNT se lie aux co-récepteurs Frizzled (FZD) et
LRP5/6 (Low-density lipoprotein receptor-related protein) qui se situent a la membrane plasmique,
LRP5/6 sera phosphorylé. Cette phosphorylation attire Dishevelled (DVL) qui se liera a FZD. DVL
recrute I'axine du complexe de destruction, le relocalisant ainsi a la membrane, empéchant ainsi
le complexe de destruction d’ubiquitiner la B-caténine (Liu et al., 2022; Moon, 2005). Plus encore,
la protéine p300 est également en mesure d’acétyler LRP5/6 afin d’amplifier sa signalisation et
favoriser le recrutement de DVL et axine. La B-caténine qui s’accumule dans le cytoplasme sera
par la suite acétylée par une protéine liant les CREB (CREB-binding protein) (CBP), p300 et le
facteur d’association CBP/p300 (PCAF) ce qui induira sa translocation au noyau (You et al., 2022).
Une fois dans le noyau, la 3-caténine délogera les histones déacétylases (HDAC) qui sont liées
au complexe de transcription formé du facteur de cellule T (T cell factor) (TCF) ou au facteur

d’amplification lymphoide (Lymphoid enhancer factor) (LEF). Les protéines HDAC inhibent
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'acétylation des histones 3/4 et agissent comme des répresseurs de la transcription (Ng &
Littman, 2016). La liaison subséquente de la B-caténine a TCF/LEF permet de recruter CBP et
p300 qui acétyleront les histones 3/4 permettant ainsi au TCF/LEF de transcrire les génes cibles
de la B-caténine (Hecht et al., 2000).
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Figure 1.3 Représentation de la signalisation WNT/B-caténine

La partie de gauche de la figure schématise la destruction de la B-caténine en absence des ligands WNT. La B-
caténine est phosphorylée et ubiquitinée par le complexe de dégradation et sers ensuite lysée par le
protéasome. La partie de droite schématise I’accumulation de la B-caténine lorsque les ligands WNT se lient
aux corécepteurs LRP et FZD. Le complexe de dégradation est inhibé et, une fois stabilisée par I’acétylation, la
B-caténine est transloquée au noyau. Figure créée a I'aide de BioRender.com Premium.

1.4.2 Lasignalisation WNT/Ca?*

La voie de signalisation WNT/Ca?* est une voie de signalisation non-canonique qui active des
voies de signalisation intracellulaires impliquant le calcium. Lorsque le ligand WNT se lie a son

récepteur de surface, FZD, une cascade de signalisation est enclenchée et une phospholipase C
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(PLC) membranaire est activée. La PLC catalyse la dégradation du phosphatidylinositol 4,5-
bisphosphate (PIP2) en inositol trisphosphate (IP3) et en diacylglycérol (DAG). L'IP3 libéré se lie
ensuite a des récepteurs situés sur le réticulum endoplasmique, ce qui provogue une libération
de Ca? qui y est stocké. Cette augmentation de Ca?* entraine I'activation de la kinase
calmoduline-dépendante Il (CaMKIl) et la calcineurine. La CaMKII phosphoryle et active différents
facteurs de transcription, dont NFkB et peut réguler des processus cellulaires tels que la
différenciation et la survie cellulaire. La calcineurine, quant a elle, active le facteur de transcription
NFAT (nuclear factor of activated T cells), qui intervient dans la régulation de I'expression génique.
L’augmentation de Ca?* facilite également la liaison de DAG a la protéine kinase C (PKC),
permettant ainsi son activation. La PKC est a son tour en mesure d’activer les facteurs de
transcription NFkB et CREB (CAMP response element-binding protein) (De, 2011; Rogan et al.,
2019). La PKC est également en mesure d’activer la CDC42, une protéine de la division cellulaire,
qui est également impliqguée dans la voie WNT de la polarité cellulaire planaire (WNT/PCP)
(Berwick & Harvey, 2013; Wen et al., 2020).

1.4.3 Lasignalisation WNT/PCP

La position des cellules épithéliales est hautement régulée vue leur cytosquelette asymétrique.
Plusieurs processus sont essentiels afin de conserver une polarisation organisée de ces cellules
afin qu’elles maintiennent la forme tissulaire requise et leurs fonctions. Il existe deux types de
polarisation des cellules: la polarisation selon I'axe apico-basal et perpendiculaire et la
polarisation planaire cellulaire (PCP) (Devenport, 2014). Dans la voie WNT/PCP, les ligands WNT
les plus communs sont WNT5a et WNT11.

La PCP a d’abord été découverte chez la drosophile grace a des mutations sur Frizzled (Fzd), un
récepteur membranaire, et Dishevelled (Dvl), un médiateur intracellulaire de Fzd, qui perturbérent
I'orientation des poils et des veines sur leurs ailes (Gubb & Garcia-Bellido, 1982; Wong & Adler,
1993). DVL est un médiateur intracellulaire hautement exprimé dans les cellules
hématopoiétiques (Choi et al., 2019), suggérant une forte activité des voies WNT étant donné que
DVL est impliqué dans les voies canonique et non-canoniques. Sa localisation a la membrane est
essentielle pour I'activation de la voie PCP a la suite de la liaison d’un ligand WNT a un récepteur

FZD chez les vertébrés (Peradziryi et al., 2011).

Bien que la PCP a été découverte chez la drosophile, les ligands Wnt ne semblent cependant pas
étre essentiels chez la drosophile, alors qu’ils le sont pour les vertébrés (Ewen-Campen et al.,

2020; Roszko et al., 2009; Yu et al., 2020). De plus récentes études chez les vertébrés ont montré

19



que des mutations dans FZD et d’autres composants primordiaux de la PCP induisent des défauts
au niveau du tube neural et des anomalies au niveau de la position des poils. Un fait intéressant
est que la perte d’'un élément de la voie PCP induite par un knock out (KO) ou un knock down
meéne souvent au méme phénotype que si cet élément était surexprimé (Feng et al., 2021; Hayes
et al., 2013). Ainsi, toutes les composantes de la voie PCP sont finement régulées et celle-ci
implique plusieurs récepteurs membranaires et protéines intracellulaires discutés ci-dessous et

représentés a la figure 1.4.

FZD est un récepteur couplé aux protéines G atypique. Une fois activé dans la voie WNT/PCP,
FZD se lie a DVL sur ses domaines PDZ (Post synaptic density protein, Drosophila disc large
tumor suppressor et Zonula occludens-1 protein) et DEP (Dishevelled, Egl-10 et Pleckstrin)
(Rothbacher et al., 2000; Wong et al., 2003). L’activation de DVL méne a une cascade de
signalisation qui se termine avec 'activation d’'une Jun N-terminale kinase (JNK) ou de la voie de
signalisation RHO/ROCK, indépendante de JNK, mais toutes deux impliquées dans le
remodelage du cytosquelette. (Heinonen et al., 2011; LaMonica et al., 2009; Yamanaka et al.,
2002).

La protéine tyrosine kinase 7 (PTK7), un récepteur transmembranaire avec sept domaines
extracellulaires de type immunoglobuline, est en mesure de former un complexe avec FZD et DVL
grace a l'interaction de son domaine kinase conservé et le domaine PDZ de DVL (Peradziryi et
al., 2011; Shnitsar & Borchers, 2008). PTK7 est également en mesure de recruter DVL a la
membrane. Pour se faire, le domaine kinase de PTK7 doit préalablement lier RAC1 qui recrute a
son tour PKC®1. Le complexe PTK7-RAC1-PKCd1 est alors en mesure de recruter DVL a la
membrane, bien que le processus exact demeure encore a élucider. Le recrutement de DVL a la
membrane via RAC1 n’est pas essentiel a la signalisation du complexe PTK7-FZD7-DVL, mais
pourrait étre redondant a un autre mécanisme de recrutement (Wehner et al., 2011). PTK7 n’est
donc pas essentiel pour la localisation de DVL a la membrane (Lee et al., 2012). La cascade de
signalisation intracellulaire de PTK7 n’est pas encore entierement connue. Cependant, les ligands
WNT ne sont pas essentiels pour le recrutement de DVL a PTK7. Plutét, il a été émis comme
hypothése que PTK7 se lierait aux ligands WNT canoniques afin de faire compétition a la voie
WNT/B-caténine et ainsi favoriser la liaison des ligands WNT non-canoniques aux récepteurs de
la voie WNT/PCP (Peradziryi et al., 2012). Ainsi, PTK7 est un élément primordial de la PCP chez
les vertébrés, mais pas chez la drosophile. Il a été démontré qu’'un défaut de PTK7 chez les

vertébrés mene a la perte de la PCP, résultant en des anomalies de I'embryon, dont des défauts

20



du tube neural, et restreint I'inhibition de la B-caténine (Hayes et al., 2013; Peradziryi et al., 2011).

PTK7 est hautement exprimé dans les HSPC et dans les mégacaryocytes (Choi et al., 2019).

La protéine membranaire Vang Gogh (Vang) (également nommée Strabismus Stbm) a également
été identifiée chez la drosophile. Les mutations de Vang se résultent en une désorganisation de
'ommatidie! et des poils sur leurs ailes (Kelly et al., 2016). Chez les vertébrés, il existe deux
orthologues a Vang. Chez les souris, des mutations de Vang-like (Vangl) 2 ou son KO conditionnel
causent une queue en tire-bouchon caractéristique surnommée loop tail (Guyot et al., 2011; Yin
et al., 2012), une désorganisation de la fourrure, qui contiendra souvent des motifs de spirales
(Cetera et al., 2017), et une désorganisation des cellules ciliées cochléaires et vestibulaires
(Montcouquiol et al., 2003; Yin et al., 2012). Vangl2 KO est Iétal pour 'embryon di a la fermeture
incomplete du tube neural (Zhang et al., 2022). Dans les cas de Vangll KO ou de mutations,
I'embryon demeure viable, mais aura un phénotype semblable a celui observé chez des Vangl2
mutants, mais a un moindre degré. Il est, entre autres, possible d’observer des défauts du tube
neural chez 'humain (Kibar et al., 2007) et une altération de l'organisation des cellules ciliées
cochléaires chez la souris (Torban et al., 2008). Pour étre exporté a la membrane plasmique,
VANGL2 doit étre phosphorylé par CK1&/e. Sans cette phosphorylation au réticulum
endoplasmique, VANGL?2 tend a étre dégradé par le complexe ERAD (Feng et al., 2021). La
phosphorylation de Vang/VANGL est par ailleurs essentielle pour leurs fonctions (Kelly et al.,
2016). Bien qu’il n’y ait aucun ligand extracellulaire connu capable de se lier directement a
VANGL1/2, les protéines VANGL sont en mesure de former des complexes avec FZD
(Montcouquiol et al., 2003; Yang & Mlodzik, 2015), ROR2 (Feng et al., 2021; Gao et al., 2011) et
RYK (Andre et al., 2012) a la membrane. Ces complexes sont en mesure de recruter CK1&/¢ qui
sera en mesure de phosphoryler davantage VANGL1/2, établissant un gradient de maniére
antérieur-postérieur (Gao et al., 2011; Koushyar et al., 2022). DVL, recruté a la membrane, permet
également d’amplifier I'interaction entre VANGL2 et CK18/¢ (Yang et al., 2017). Cependant,
VANGL1 et 2 sont dépourvus de site enzymatique et catalytique et ne sont présentement pas
reconnus comme des récepteurs de ligand extracellulaire (Brunt et al., 2021). Leur mécanisme

d’action exact est encore inconnu.

Le récepteur relié a la famille des tyrosines kinase (RYK) est également un élément trés important
de la voie WNT/PCP vu son interaction avec WNT11 (Macheda et al., 2012). Les particularités de

ce récepteur sont son domaine kinase inactif et son domaine a facteur d’inhibition WNT (WIF) de

1 Les ommatidies sont les unités visuelles qui composent les yeux des insectes. Elles leur permettent de voir dans de
multiples directions a la fois.
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liaison qui est requis pour son interaction avec les ligands WNT (Macheda et al., 2012). In vitro,
le domaine PDZ de RYK interagit avec VANGL2, comme démontré par co-immunoprécipitation,
et activera RHOA, une protéine de signalisation en aval de VANGL2 (Macheda et al., 2012). RYK
est fortement exprimé dans les mégacaryocytes, les mastocytes et les macrophages (Choi et al.,
2019).

Un autre récepteur de la voie WNT/PCP qui est fortement exprimé dans les cellules
hématopoiétiques est CELSR (Cadherin EGF LAG seven pass G type receptor), 'orthologue de
flamingo (fmi) découvert chez la drosophile. L’absence de fmi provoque une désorganisation de
'ommatidie des yeux des mouches (Das et al., 2002). Chez les vertébrés, il existe trois
orthologues a ce récepteur, tous exprimés a différents niveaux dans les cellules
hématopoiétiques. Par exemple, chez les souris, CELSR1 est fortement exprimé dans les HSPC,
dans les cellules T, dans les basophiles et dans les cellules dendritiques. CELSR2, quant a lui,
est fortement exprimé dans les mégacaryocytes, mais également dans les HSPC et dans les
cellules T. CELSR3 est principalement exprimé dans les GMP et dans les cellules matures
myéloides et des granulocytes (Choi et al., 2019). CELSR1 est capable d’interagir avec VANGL2
et FZD6 afin de former un complexe aux jonctions antéro-postérieures des cellules, VANGL2 étant
sur le coté postérieur et FZD6 au c6té antérieur de ce complexe (Stahley et al., 2021). Lors de la
formation de ce dernier, pour lequel CELSR1 est essentiel (Stahley et al., 2021), VANGL?2 se liera

a FZD6 par sa région extracellulaire riche en cystéine (Wu & Mlodzik, 2008).
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Représentation des protéines de la voie WNT/PCP dans les cellules épithéliales

v

La partie supérieure de la figure représente I'interaction des protéines de la PCP avant son activation. Lors de
laliaison d‘un ligand WNT approprié, la voie WNT/PCP est entamée menant a laréorganisation du cytosquelette
et ala polarisation des cellules épithéliales. La polarisation est observable dans la partie inférieure de la figure.
Figure créée a I’'aide de BioRender.com Premium.
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1.5 Lavoie WNT/PCP dans les cellules hématopoiétiques

Comme mentionné précédemment, I'activation de la voie WNT/PCP par un récepteur FZD meéene
generalement a l'activation de la voie JNK ou de la voie RHO/ROCK (Heinonen et al., 2011;
LaMonica et al., 2009; Yamanaka et al., 2002). Trés peu est connu sur la voie ROCK dans les
cellules hématopoiétiques et une revue complete a été publiée sur le sujet (Mali et al., 2014).

JNK posséde trois isoformes (Davis, 2000) et est capable de phosphoryler et de réguler I'activité
de plusieurs facteurs de transcription comme c-Jun, ATF2 et ELK-1 (Gupta et al., 1996; Gupta et
al., 1995) et des facteurs non-transcriptionnels, comme ceux de la famille BCL2 (Liu & Lin, 2005),
qui peuvent étre pro et anti-apoptotiques (Liu & Lin, 2005; Pinal et al., 2019; Yu et al., 2004). JNK
est localisé dans le centrosome et est activé lors de la transition de phases G1/S (MacCorkle-
Chosnek et al., 2001). C’est également un point de contréle clé pour la transition G2/M (Cosolo
et al., 2019; Gutierrez et al., 2010).

L’activation de JNK peut se faire par des MAPK (Davis, 2000) ou par des GTPases, comme celles
de la famille Rho: RHO, RAC et CDC42 qui permettent I'organisation et la polarisation des
cytosquelettes eucaryotes et qui ont été identifiées comme agissant dans la cascade de
signalisation suivant FZD (Schlessinger et al., 2009). Il est également établi que la capacité de
JNK a réorganiser le cytosquelette est requise pour la polarisation des cellules neurales, ce qui

est essentielle a leur survie (Barnat et al., 2010; Somorjai et al., 2021).

En ce qui concerne les cellules hématopoiétiques, la signalisation JNK y est souvent activée (Yu
et al., 2004). La signalisation JNK est souvent considérée comme une réponse a la suite d’un
stress (Cosolo et al., 2019; Gutierrez et al., 2010; Kiefer et al., 1996) et est capable d’allonger la
phase G2 en cas de dommages a 'ADN en réduisant I'activit¢ CDC25 (Cosolo et al., 2019;
Gutierrez et al., 2010), qui activerait normalement CDK1 (Liu et al., 2018). Cdc25 est une cible de
la B-caténine, dont l'inhibition mene a la réduction de I'expression de CDC25 (Martinez-Font et
al., 2020). Une expression anormale de CDC25 dans les cellules hématopoiétiques est souvent
reliées a des tumeurs malignes myéloides (Brenner et al., 2014; Liu et al., 2018), consistant avec

le fait que la suractivation de la voie WNT/B-caténine peut mener a des cancers (Yu et al., 2022a).

Bien que WNT4 est parfois impliqgué dans la voie canonique, il est également en mesure de lier
FzZD6, connu pour étre principalement un récepteur de la voie non-canonique, et peut activer
JNK2 dans les HSPC. La perte de JNK2 chez les souris diminue la survie des LSK dans la moelle
osseuse en augmentant I'apoptose (Heinonen et al., 2011). FZD6 est également capable de

réguler le regroupement de CDC42 et ainsi la signalisation CDC42/IJNK afin de promouvoir le
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renouvellement des CSH et leur multiplication post-stress (Abidin et al., 2015). In vitro, I'inhibition
de JNK promeut I'expansion des CSH et amplifie leurs capacités d’étre greffées (Xiao et al., 2019;
Xie et al., 2022). En fait, 'inhibition de la voie JNK empéche les CSH d’entrer dans la phase G1
du cycle cellulaire et promeut ainsi la quiescence et I'auto-renouvellement (Xie et al., 2022). Il est
intéressant de noter que FZD6 peut simultanément inhiber et stimuler la voie JNK. Son réle dans
les HSPC est donc contexte-dépendant. Davantage de recherches sont nécessaires afin

d’identifier quel est le facteur déterminant.

Dans les CSH humaines et murines, l'activité de CDC42 régule le vieilissement des cellules
souches dans la moelle osseuse et augmente avec I'age (Amoah et al., 2022; Florian et al., 2012).
Une augmentation de CDC42 méne a une dérégulation du phénotype sanguin : apparition
d’anémie, augmentation d’apoptose JNK dans les HSPC et diminution des capacités d’étre
greffées (Wang et al., 2006a). Les jeunes souris ayant eu une augmentation de l'activité de
CDC42 dans tous leurs tissus ont davantage de LT-CSH dans leur moelle et produisent
significativement davantage de cellules myéloides, comme ce qui pourrait étre observé chez des
souris agées (Cho et al., 2008; Florian et al., 2012). L’augmentation de I'activité de CDC42 méne
également a une dépolarisation des CSH, ce qui est normalement associé a I'age. L'inhibition de
CDC42 dans des CSH agées permet de retirer le biais myéloide, redonne un phénotype polarisé
aux cellules et augmente leur niveau d’acétylation AcH4K16, comme ce qui est observable chez
de jeunes CSH (Florian et al., 2012). Des résultats similaires ont été obtenus avec des CSH
humaines (Amoah et al., 2022). De facon intéressante, une étude a démontré que la suppression
de Cdc42 dans les CSH méne a une perte de quiescence dans la moelle osseuse in vivo. Le
nombre de LT-CSH diminue alors que le nombre de CT-CSH augmente. De plus, il y a alors
significativement davantage de LSK dans la phase S due a la répression de Cdknla, qui code
pour p21°P1, et a I'augmentation de c-Myc. Ce déréglement du cycle cellulaire était également

accompagné d’une réduction de la capacité de greffon des CSH (Yang et al., 2007).

Dans la voie WNT/PCP, la suractivation de WNT5a chez les souris entraine les CSH de la moelle
osseuse a produire davantage de LMPP que des souris controles. Alors que I'absence de WNT5a
méne a l'inhibition du facteur pro-apoptotique BAX et augmente I'expression de BCL-2 (Liang et
al., 2007), la surexpression de WNT5 in vitro dans les thymocytes doubles positifs inhibe I'activité
de BCL-2 (Famili et al., 2015), qui intervient entre les phases GO et G1 et entre les phases G2 et
M (Bonnefoy-Berard et al., 2004), induisant ainsi davantage d’apoptose dans les thymocytes
(Famili et al., 2015). Les cellules LSK cultivées avec WNT5a ont également significativement

davantage de cellules apoptotiques et présentent une expansion réduite (Nemeth et al., 2007).
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De plus, les cellules LSK des organes lymphoides primaires et de la rate de ces souris WNT5a
produisent davantage de cellules myéloides que de lymphocytes B (Famili et al., 2015).
L’augmentation observée de LMPP dans la moelle osseuse pourrait étre une tentative de
compenser la production réduite de lymphocytes. La surexpression de WNT5a in vitro sur des
cellules LSK en culture augmente également la proportion de cellules dans la phase GO et diminue
celle des cellules dont le cycle cellulaire est actif (Nemeth et al., 2007). Dans les LSK cultivées,
la surexpression de WNT5a méne également a 'augmentation de I'expression de ’TARNm Cdkn1b
(Nemeth et al., 2007), qui code pour la protéine inhibitrice du cycle cellulaire p27. Cette protéine
médie la transition entre les phases GO/G1 et les phases G1/S grace a son activité pro-
apoptotique(Abbastabar et al., 2018; Razavipour et al., 2020). L'ensemble de ces données
indique que WNT5a, un ligand WNT non-canonique, joue un réle inhibiteur dans le cycle cellulaire
des CSH et impacte également leur différenciation, bien que la voie de signalisation exacte reste

encore a déterminer.

Dans les cellules hématopoiétiques, PTK7 est majoritairement exprimé sur les cellules
progénitrices comparativement aux cellules matures, surtout sur les cellules progénitrices
myéloides (MPC) (Lhoumeau et al., 2016; Prebet et al., 2010). Une absence de PTK7 dans les
HSPC augmente la proportion de cellules dans la phase de quiescence GO et réduit le nombre de
colonies obtenues lors d’'une mise en culture (Lhoumeau et al., 2016). Dans la voie WNT/PCP,
PTK7 est essentiel afin de maintenir la réserve de CSH dans la moelle osseuse (Lhoumeau et al.,
2016). Bien que PTK7 ne semble pas étre impliqué dans la survie des CSH normales (Lhoumeau
et al., 2016), une étude a démontré que sa surexpression dans les leucémies myéloides aigues
inhibe I'activité des caspases 3/7, conférant un plus haut taux de survie aux cellules cancéreuses
en diminuant leur apoptose a la suite de traitement a la doxorubicine (Prebet et al., 2010).
Ensemble, ces résultats indiquent que PTK7, lorsqu’impliqué dans la voie WNT/PCP, est associé

a des signaux prolifératifs.

Bien que de nombreux travaux ont été effectués sur VANGL2 dans les cellules épithéliales et
neurales, trés peu d’études se sont consacrées sur son role dans les cellules hématopoiétiques.
La plus importante a ce sujet a démontré que VANGL?2 est essentiel afin de maintenir la réserve
murine de CSH et son renouvellement a la suite d’'une greffe. Plus encore, les souris ayant un KO
conditionnel de VANGL2 dans leurs cellules hématopoiétiques présentent un biais de production
pour les cellules myéloides, altérant le ratio cellulaire myéloide/lymphoide et potentiellement la
division asymétrique des CSH. Dans ces conditions, les CSH présentaient une expression

augmentée pour l'inhibiteur du cycle cellulaire p16™%4? (Bouali et al., 2022), qui est un marqueur
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de sénescence. A noter que la production de cellules myéloides est généralement augmentée a
la suite de dommages hématopoiétiques (Faltusova et al., 2020; Pietras et al., 2015), mais
également avec I'dge (Cho et al., 2008). Cependant, on ne sait toujours pas si le biais vers la
lignée myéloide est un effet direct de I'absence du récepteur de la PCP ou s'il est indirectement

dd a la perte d'un réle protecteur de VANGLZ2.

1.6 Objectif et hypothése

Comme mentionné dans la section précédente, la voie WNT/PCP est importante pour le maintien,
I'auto-renouvellement et la différenciation des CSH (Bouali et al., 2022; Heinonen et al., 2011;
Lhoumeau et al., 2016; Nemeth et al., 2007). Pourtant, bien que VANGL2 est un élément de la
voie WNT/PCP, trés peu de recherches ont été effectuées sur cette protéine dans les cellules
hématopoiétiques. Les précédents travaux de notre laboratoire suggerent que VANGL2 protége
les CSH contre la sénescence. Plus encore, en son absence, les CSH perdent leur capacité d’étre
greffées en série (Bouali et al., 2022). Cependant, cette étude comportait quelques biais, dont la
migration des CSH vers la moelle osseuse, la compétition donneur-receveur et elle ne permettait
pas d’'étudier I'érythropoiése ni la thrombopoiése. Pourtant, VANGL2 est fortement exprimé dans

les HSPC, mais également dans les mégacaryocytes.

Le but de ma recherche est donc de déterminer le réle de VANGL2 dans la reprise de
'hématopoiése a la suite d’une irradiation sous-létale. L’irradiation causant des dommages a
'’ADN des HSPC, il peut y avoir une réparation fonctionnelle ou non, mais également une
réparation partielle. Celle-ci pourrait induire des mutations a ’ADN impactant la différenciation des
CSH (Meng et al., 2003; Shao et al., 2014). VANGL2 n’a pas été étudié dans de tels stress
génotoxiques. L’hypothése de recherche est qu’en absence de VANGL2, la reprise de
I'hématopoiése sera incompléte ou suivra un profil anormal di a une sénescence accrue des
HSPC a la suite de lirradiation. Plus encore, comme VANGL?2 est fortement exprimé dans les
mégacaryocytes, nous nous attendons a une réduction de la production de plaguettes en son

absence. Afin de vérifier ces hypothéses, plusieurs objectifs de recherche ont été établis :

1- Déterminer si VANGL2 est nécessaire pour le maintien des CSH lors de stress induits
dans leur environnement natif

2- Etudier l'effet de VANGL2 sur les progéniteurs myéloides, particulierement sur les
progéniteurs érythro-mégacaryocytaires

3- Identifier les mécanismes d’action de VANGL2
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Pour cela, des souris Vav-iCre*Vangl2'™/° (Vangl24%), qui permet une délétion conditionnelle
dans les cellules hématopoiétiques, et leurs contrbles de type sauvage (Wild Type WT) issus
de la méme portée ont été irradiées a 4,5 Gy (Gu et al., 2020). Par la suite, des prises de sang
ont régulierement été effectuées afin de suivre la progression de la reprise de 'hématopoiése.
De plus, la rate et la moelle osseuse ont été extraites 11 jours ou 21 jours aprés lirradiation.
Les populations cellulaires de ces organes ont été analysées par cytométrie en flux afin de

déterminer si un profil cellulaire prédomine aprés l'irradiation.
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2 MATERIEL ET METHODES

2.1 Ethique animale

Des souris B6.Cg-Commd1QTevVavlicreAkioy (yvay-Cre) et B6;129-Vangl2™2Mdeasg (vangl2'oox)
furent procurées a partir de The Jackson Laboratory (Bar Harbor, ME). Des souris males Vav-
Cre+ Vangl2™/°¢ ou Vav-Cre+ Vangl2'®’* ont été croisées avec des souris femelles de génotype
Vangl2'®* ou Vangl2'*/°* afin d’obtenir des souriceaux dont le géne Vang|2 est absent des HSPC
(Vav-Cre+ Vangl2'”™) (vangl2%?) et des souris contréles (Vav-Cre- Vangl2'®* ou Vav-Cre-
Vangl2'°/**) (WT). Les souris ont été irradiées a 4,5 Gy (Gu et al., 2020) par 'appareil RS 2000
small animal X-ray irradiator (RadSource Technologies, Suwanee, GA). Toutes les souris ont été
élevées dans un environnement stérile de niveau 1 a l'animalerie de I'Institut national de la
recherche scientifique (INRS) - Centre Armand-Frappier Santé Biotechnologie (Laboratoire
national de biologie expérimentale). Toutes les procédures ont été effectuées en respectant les
normes du Conseil canadien de la protection des animaux et ont été approuvées par le Comité

institutionnel de la protection des animaux de I'INRS (protocoles 2101-02 et 2104-03).

2.2 Cytométrie en flux

Pour I'obtention de la moelle osseuse (MO), le tibia et le fémur ont été prélevés comme décrit
précédemment (Bouali et al., 2022) et rincés avec du tampon FACS (Fluorescence Activated Cell
Sorting) (PBS 1x; 0,5 mM EDTA; BSA 0,1% m/v) en utilisant une seringue 25G. Pour la rate, elle
a été retirée puis préservée dans du tampon FACS avant d’étre broyée avec le piston d’'une
seringue de 10 mL afin d’en recueillir les cellules. Les cellules ont été recueillies dans un tube
contenant du tampon FACS puis les échantillons de la rate et de la MO ont été comptés a
'hématimeétre. Les échantillons de la rate et de la MO ont ensuite été centrifugés a 200 xg pendant
5 minutes a 4°C puis re-suspendus a 1x108 cellules/mL dans des tubes de cytométrie. Pour le
sang périphérique, deux ou trois gouttes ont été prélevées des souris par la veine mandibulaire.
Pour le sang lysé, 30 yL de sang a été pipeté dans un tube a cytometre et lysé grace a une
solution hypotonique (14 mM NH.CI ; 17 mM Tris-HCI, pH 7.6) jusqu’a ce que I'’échantillon soit
presque transparent. La réaction a été arrétée avec 4 volumes de tampon FACS froid.
L’échantillon a été centrifugé a 200 xg pendant 10 minutes a 4°C. Le culot a été lavé avec 3 mL
de tampon FACS et centrifugé a 200 xg pendant 5 minutes a 4°C et le surnageant a été décanté.
Pour le sang non lysé, le sang a été dilué (1 : 10) dans du tampon FACS avant le marquage de

surface. Afin de bloquer les liaisons non-spécifiques, un volume de Fc block dilué (5 pg/mL)



équivalent a celui des échantillons a été ajouté, a I'exception du sang lysé et des colonies ou 1
ML de Fc block concentré a été utilisé, avant d’effectuer le marquage de surface pendant 30
minutes au noir sur glace (Tableau 2.1). Le tout a ensuite été lavé. Si nécessaire, I'anticorps
secondaire a été ajouté et le tout incubé pour 20 minutes au noir sur glace avant d’étre lavé. Pour
le marquage intracellulaire, les cellules ont d'abord été marquées avec les anticorps de surface,
puis fixées et perméabilisées a l'aide de la trousse de marquage Foxp3 pour les protéines
nucléaires selon les directives du fabricant (eBioscience, San Diego, CA). Les échantillons ont
été bloqués avec du sérum de rat a 2 % pendant 5 minutes avant le marquage intracellulaire avec
RUNX1b pendant la nuit a 4°C. L’acquisition des échantillons au cytométre en flux a été effectuée
grace a l'appareil BD LSRFortessa four laser flow cytometer (BD Biosciences, Mountain View,
CA). Les échantillons ont par la suite été analysés en utilisant le programme FACS DiVa (v. 8.1)
(BD Biosciences, Mountain View, CA). Le volume final des échantillons de sang non-lysé et de
colonies a été approximé avec une pipette de 1000 pL avant I'acquisition. L’acquisition pour ces

échantillons a été réalisée a vitesse constante.

2.3 Culture cellulaire

Les suspensions cellulaires de la MO ont été préparées dans de 'IMDM (Life Technologies)
contenant 10% Premium FBS (Wisent Bio Products, Saint-Bruno, QC, Canada). En utilisant une
seringue dont l'aiguille est émoussée, les cellules ont été mises en culture dans des plats Pétri
non-adhérents de 35 mm a une densité de 20 000 cellules par plat Pétri dans un milieu de
méthylcellulose optimisé pour la croissance multi-lignée érythro-myéloide (MethoCult™ GF
M3434; Stem Cell Technologies). Des duplicatas ont été effectués pour chaque animal. Les
cultures ont été incubées a 37°C avec 5% de CO,. Les CFU-E et les BFU-E ont été comptées
apres 7 jours et les colonies myéloides ont été comptées aprés 14 jours d’'incubation. Les cellules
ont ensuite été recueillies 15 jours apres leur mise en culture et analysées au cytométre en flux.
Les colonies ont été identifiées par leur morphologie sous un microscope inversé tel que détaillé

par Stem Cell Technologies.

2.4 Tests statistiques

Afin de déterminer si les résultats obtenus présentent une différence statistiquement significative,
un test de t de Student bidirectionnel a été effectué a moins d’indication contraire. Les tests
statistiques ont été effectués sur GraphPad Prism 9. Aucun test statistique n’a été effectué sur les

groupes possédant un n inférieur a 3. Les résultats sont présentés comme étant moyenne + SEM.
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Tableau 2.1 Liste des anticorps utilisés en cytométrie en flux
Analyse Anticorps Fluorochrome [pg/mL] Compagnie Analyse Anticorps Fluorochrome [pg/mL] Compagnie
CD41 FITC 1667 . 5P Fc Block Purifié 2500 . BP
Biosciences Biosciences
CD34 PE 6250 _ BD CD48 eFluor450 0,500  eBioscience
Biosciences
BD CD117 BD
CD16/32 PerCPCy5.5 0,500 Biosciences (cKIT) PE 0,500 Biosciences
CD117 BD SCA-1 BD
° (c-KIT) APC R700 1,000 Biosciences (Ly-6A/E) PECy7 0,250 Biosciences
© SCA-1 BD CD150 .
E (Ly-6AJE) PECy7 0,250 Biosciences g (SLAM) A647 1,250 BioLegend
) CD150 . < L BD
g (SLAM) A647 0,500 BioLegend g CD11b biotin 1,250 Biosciences
Q CD105 eFluor450 1,250 eBioscience | Ter119 biotin 0625 . °P
5 Biosciences
o] T
o Ter119 biotin 0625 . 2P CD3e biotin 1250 . BP
o] Biosciences Biosciences
g CD3¢ biotin 1250 . BP B220 biotin 1,250 . BP
s Biosciences Biosciences
L BD GR1 s BD
B220 biotin 1250 gigsciences (Ly-6C/G) biotin 1.250 " giosciences
GR1 . BD PerCP-eFluor L
(Ly-6C/G) biotin 1,250 Biosciences CD135 710 0,500 eBioscience
CD11b biotin 1250 . BPD Streptavidin V500 0313 . BP
Biosciences Biosciences
Streptavidin V500 0313 . 5D Fc Block Purifié 3333 . oD
Biosciences 0 Biosciences
BD T BD
. Fc Block Purifié 2,500 Biosciences E CD11b A647 0,250 Biosciences
° cD71 eFluor450 0500 eBioscience | 2 CD19 PE 0250 . 5P
4 5 Biosciences
o o
52 Ter119 biotin 0625 o BD @ CD3¢ PECY7 0,500 eBioscience
T iosciences @
g cDa BD > BD
° 5 PE-CF594 0500 i o CD1lc BV711 0250 . -
w3 iosciences g Biosciences
e BD ) BD
>0 CD41 PE 0,500 L GR1 APCCy7 0,250 L
20 Biosciences Biosciences
== BD o o BD
n © CD11b A647 0,250 L S FC block Purifié 2,500 L
o= Biosciences T Biosciences
= GR1 APCCy7 0250 .  BD e CD71 eFluor450 0,500 eBioscience
3 (Ly-6CIG) ’ Biosciences = '
. BD 5 - BD
Streptavidin FITC 1,250 Biosciences g Terl19 biotin 0,625 Biosciences
s BD 0 BD
Fc Block Purifié 2,500 . > CD45 PE-CF594 0,500 L
Biosciences z Biosciences
(%]
° CD1lc bv711 0250 . BP 2 CD41 PE 0500 _ 5P
=" Biosciences o Biosciences
£8 CD19 PE 0250 o BD & Streptavidin FITC 1250 . BD
£ iosciences Biosciences
£
=2 CD3¢ PECy7 0,500 eBioscience Fc Block Purifié 3333 BD
i iosciences
= QO
=S CD11b AB47 0250 . BD CD117 PE 0250 . BD
£= Biosciences (c-KIT) Biosciences
g IgD APC 0250 . BD 3 CD11c PECy7 0500 . BP
29 iosciences c Biosciences
T CD4 APCCy7 0,500 . B.D o CD11b A647 0,250 . B.D
O Biosciences O Biosciences
BD GR1 BD
Chsa eFluor 450 0,250 Biosciences (Ly-6C/G) APCCy7 0,250 Biosciences
Intra- RUNX1b A488 13,333 Bioss cD71 eFluor450 0,500 eBioscience
cellulaire
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3 RESULTATS

Les précédents travaux sur VANGL2 dans I'hématopoiése ont démontré que I'impact de Vangl2
varie selon I'dge des souris et est surtout observable chez les souris femelles (Bouali et al., 2022).
Nous avons donc irradié des souris femelles de différents groupes d’age. Afin de nous assurer
d’étre en mesure de visualiser d’éventuelles perturbations dans les progéniteurs myéloides, nous
avons choisi des groupes d’age avec des écarts de 2-3 mois, ce qui correspond a un peu plus du
double de la durée de vie d’'un globule rouge murin (Van Putten & Croon, 1958), qui est la cellule
myéloide avec la plus longue durée de vie. Nous avons donc choisi des souris de 3 mois (jeunes)
et de 5 mois (adultes) de maniére similaire a ce qui avait déja été effectué lors de I'étude de
'impact de VANGL2 murin dans les transplantations de MO (Bouali et al., 2022). Nous avons
également sélectionné des souris de 8 mois et plus (vieilles). Des prises de sang réguliéres ont
été effectuées sur les souris, en plus de récolter la MO et la rate au jour 11 ou au jour 21 afin de

suivre la reconstitution hématopoiétique a la suite de l'irradiation (Figure 3.1).

45 Gy
80\

V. VA A
A N

Avant 0 7 11 14 21
Irradiation

Jours
Aprés Irradiation

v

Figure 3.1 Ligne du temps des prélevements d’organes des souris irradiées

3.1 En absence de VANGL2, les HSPC ont un déreglement de leur prolifération et
perdent leur capacité de se maintenir dans la moelle osseuse en cas de stress
génotoxique

Pour commencer, nous avons veérifié si VANGL?2 est nécessaire au maintien des HSPC dans leur
environnement natif a la suite d’'un choc génotoxique. La MO de souris WT et de souris Vangl22
a été récoltée apres 11 jours et apres 21 jours d’irradiation sous-Iétale et les populations cellulaires
analysées par cytométrie en flux (Figure 3.2) afin de suivre la reprise hématopoiétique. Il est
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possible de voir qu’aprés 11 jours d’irradiation, les souris Vangl de 3 mois ne semblent pas
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Figure 3.2 Stratégie de sélection des HSPC dans la moelle osseuse

Représentation des populations cellulaires des HSPC de la MO observées par cytométrie en flux 21 jour aprés
I'irradiation sous-létale. Les panneaux de gauche représentent des souris agées de 3 mois et les panneaux de
droite, des souris agées de 5 mois.
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démontrer de différence majeure par rapport aux souris contréles WT du méme age. La cellularité
de leur MO est similaire a celle des souris WT (Figure 3.3 A) et le nombre de cellules des
différentes HSPC ne démontre aucune différence statistiquement significative (Figure 3.3 B-G).

24 de 3 mois ont tendance a

Cependant, il est malgré tout possible de voir que les souris Vangl
avoir davantage de MPP2, dont le biais est érythro-mégacaryocytaires, au jour 11 et que cette

tendance s’inverse au jour 21 (Figure 3.3 E).

Pour ce qui est des souris de 5 mois, les souris Vangl2%? ont une augmentation significative de
la cellularité de leur MO par rapport au souris WT du méme age 11 jours apres l'irradiation (Figure
3.4 A). De plus, le nombre de LT-CSH Vangl2®” est lui aussi significativement plus élevé
comparativement a ce qui est observé chez les souris WT (Figure 3.4 C). 21 jours apres
lirradiation, il est cependant possible de voir que non-seulement ces augmentations ne se
maintiennent pas dans le temps, mais le nombre de LT-CSH des souris Vangl2®2 de 5 mois a
plutdt tendance a étre inférieur a celui des souris WT (Figure 3.4 C). Plus encore, 21 jours aprés
I'irradiation, la quantité de CT-CSH, MPP2, de MPP3 et de LMPP, tout comme la quantité globale
de LSK est significativement inférieure par rapport a celles des souris WT (Figure 3.4 B, D-G).
Ainsi, malgré la hausse du nombre de LT-CSH 11 jours aprés l'irradiation, les souris de Vangl24*

5 mois sont incapables de reconstituer leur MO a long-terme.

L’augmentation du nombre de LT-CSH chez les souris Vangl2®? de 5 mois nous a incité a vérifier
si elle est accompagnée de changements prolifératifs ou de différentiation des HSPC. Les
précédents travaux sur VANGL2 dans les cellules hématopoiétiques indiquent que son effet est
age-dépendant (Bouali et al., 2022) et c’est également ce que nous avons observé dans les HSPC
a la suite de l'irradiation sous-létale (Figure 3.3-3.4). Ainsi, afin d’amplifier cet effet Age-dépendant,
nous avons utilisé des souris de 8 mois afin de vérifier la prolifération in vitro. Nous avons d’abord
confirmé que les souris Vangl22 de ce groupe d’age possédent également une tendance a avoir
davantage de LT-CSH que les souris WT 11 jours apres lirradiation sous-létale (Figure 3.6 A).
Les cellules de la MO de souris de 3 mois et de 8 mois ont été récoltées 11 jours aprés l'irradiation
et mises en culture. 15 jours apres la mise en culture, les colonies ont été récoltées et examinées
par cytométrie en flux (Figure 3.5). Lors du décompte des colonies par microscopie, aucune
différence n’a été relevée en ce qui concerne le type de colonies obtenues et le nombre total de
colonies (Figure 3.6 B) entre les souris WT et les souris Vangl2#”. Ainsi, il ne semble pas y avoir
de différence en ce qui a trait la différenciation in vitro. Cependant, lorsqu’on observe la quantité
de cellules récoltées apres 15 jours de culture, il est possible de voir plusieurs variations. Les

HSPC Vangl24? de 3 mois ont produit significativement davantage de GR1+ que les souris WT.
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Figure 3.3 Analyse des HSPC Vangl|244 de souris 3 mois

(A) L’histogramme représente le nombre de cellule dans la MO d’une patte de souris (tibia + fémur). (B-G) Les
histogrammes représentent les résultats quantitatifs des populations observées par cytométrie en flux a la
Figure 3.2. (C-G) L’histogramme du haut représente le nombre absolu de cette population cellulaire dans la
patte d’une souris et I’histogramme du bas représente le pourcentage des HSPC dans la population de LSK
observée en (B). CTRL = Contrdles non-irradiés. CTRL (n = 11 WT, n = 4 Vangl244), Jour 11 (n =10 WT,n =7
Vangl244), Jour 21 (n =5 WT, n = 6 Vangl244). Les données proviennent d’au moins trois expériences.
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Figure 3.4 Déréglement des HSPC Vangl242 de souris de 5 mois

(A) L’histogramme représente le nombre de cellule dans la MO d’une patte de souris (tibia + fémur). (B-G) Les
histogrammes représentent les résultats quantitatifs des populations observées par cytométrie en flux a la
Figure 3.2. (C-G) L’histogramme du haut représente le nombre absolu de cette population cellulaire dans la
patte d’une souris et I’histogramme du bas représente le pourcentage des HSPC dans la population de LSK
observée en (B). CTRL = Contréle pré-irradiation. CTRL (n =5 WT, n = 2 Vangl244), Jour 11 (n =5WT,n =3
Vangl244), Jour 21 (n = 3 WT, n = 3 Vangl244), Les données des souris proviennent d’au moins deux
expériences(CTRL, Jour 21), a ’exception des CT-CSH CTRL et du jour 11qui ne proviennent que d’une.

37



B Controle WT
B Vangl244 o

4 1, GR1+16.6%

3 mois

™ GR1+21.4%

=

Imonoes2%] = - E

8 mois

T GR1+20.0%

CD11b
CD71

Figure 3.5 Stratégie de sélection des colonies myéloides

Représentation des populations cellulaires observées par cytométrie en flux des colonies récoltées 15 jours
aprés leur mise en culture. Les cellules provenant de la MO de souris irradiées 11 jours précédant I’obtention
des échantillons et ont été mise en culture dans du M3434. Les panneaux du haut représentent les souris agées
de 3 mois et les panneaux du bas, les souris dgées d’au moins 8 mois.
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Figure 3.6 L’absence de VANGL?2 augmente la cellularité des colonies in vitro

(A) Nombre de LT-CSH dans une patte (tibia + fémur) de souris agée de 8 mois. (n =3 WT, n = 6 Vangl244), Les
données proviennent d’une expérience. (B) Nombre de colonies produites par la mise en culture dans du M3434
de cellules de la moelle osseuse de souris irradiées 11 jours auparavant. L’histogramme de gauche représente
des souris dgées de 3 mois et ’histogramme de droite, des souris dgées d’au moins 8 mois. Les CFU-E/BFU-E
ont été comptées aprés 7 jours de culture et les autres colonies, aprés 14 jours. Les données représentent la
moyenne des duplicatas. (n = 3 WT 3 mois, n = 3 Vangl242 3 mois, n = 3 WT 8 mois, n = 2 Vangl244 8 mois). Les
données proviennent d’une expérience. (C) Les histogrammes représentent le nombre de cellules récoltées
pour chaque population cellulaire 15 jours aprés la mise en culture des cellules provenant de la moelle osseuse
de souris irradiées 11 jours précédant la mise en culture. L’histogramme de gauche représente les souris agées
de 3 mois, I’histogramme central représente les souris dgées de 8 mois et I’histogramme de droite représente
le nombre total de cellules récoltées dans un plat Pétri. Les données proviennent d’une seule expérience ou
des duplicatas ont été effectués. Les duplicatas n’ont pas été poolés. (n = 6 WT 3 mois, n = 6 Vangl242 3 mois,
n =6 WT 8 mois, n = 4 Vangl242 8 mois). DC-Mac = cellules semblables aux cellules dendritiques et aux
macrophages. Mono = monocytes.
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Il est également possible de voir que ces mémes HSPC ont tendance a produire davantage de
cellules CD11b+, de monocytes, de cellules CD71+ et de cellules CD117+. Lorsque les cellules
cultivées proviennent de souris de 8 mois, 'augmentation significative observée pour les cellules
GR1+ Vangl2#? est maintenue et celles observées pour les CD11b+ Vangl2?4, les monocytes
Vangl2?2 et les CD117+ Vangl2?? le deviennent également. Il y également une hausse
significative du nombre de cellules de type cellule dendritique dans les plats Pétri. Les cellules
CD71+ Vangl2?? associées aux globules rouges ont encore une forte tendance a la hausse
(Figure 3.6 C). Les progéniteurs Vangl2® de la MO semblent donc proliférer davantage que les
progéniteurs WT in vitro, augmentant ainsi la cellularité des colonies. Cette différence s’amplifie

avec I'age des souris.

3.2 Les rates Vangl242 ont des nodules a la suite d’un stress génotoxique

Lors du prélévement d’organes, nous avons remarqué que les rates Vangl2?? présentent
plusieurs nodules, et ce, en plus grande quantité que les rates des souris WT (Figure 3.7 A). Des
nodules similaires avaient déja été observés sur des rates de rats a la suite d’'une transplantation
de HSPC et il avait été proposé que ces nodules représentent des amas de prolifération (Till &
McCulloch, 1961). Comme la rate a déja tendance a produire davantage de cellules myéloides
gue lymphoides a I'état homéostatique (O'Neill et al., 2011) et qu’a la suite de dommages
hématopoiétiques, un biais myéloide est nécessaire afin de permettre la récupération et la survie
de I'héte (Pietras et al., 2015), il se peut que ces nodules représentent des amas de prolifération
de cellules myéloides. Plus encore, notre équipe avait précédemment démontré que I'absence de
VANGL2 promeut les splénomégalies chez les souris de 18 mois (Bouali et al., 2022). Nous avons
donc vérifié la cellularité de la rate afin d’'observer la présence d’anomalies dans 'hématopoiése
extra-médullaire. Comme observé précédemment (Bouali et al., 2022), avant l'irradiation, il n'y a
pas de différence entre les souris WT et les souris Vangl2? de 3 mois. Pour ce qui est des souris
de 5 mois, il est possible de voir une tendance d’augmentation de la cellularité des rates Vangl244
avant l'irradiation. Cependant, 11 jours aprées lirradiation, cette tendance disparait chez les souris
de 5 mois (Figure 3.7 B). Lorsqu’on effectue le ratio cellularité de la rate / masse de la rate, il est
possible de voir une augmentation chez les jeunes souris Vangl2” aprés 11 jours, ce qui n’est
pas observable chez les souris de 5 mois. Au contraire, ce ratio indique également une tendance

2A/A

a la baisse dans les rates des souris de 5 mois Vangl| 21 jours aprés lirradiation (Figure 3.7

C). Ainsi, il semblerait que les nodules représentent une tentative de prolifération accrue des

2A/A

précurseurs hématopoiétiques présents dans la rate des souris Vangl de 3 mois et que ceci

2A/A

est absent chez les souris Vang| de 5 mois.
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Figure 3.7 Hématopoiése extra-médullaire chez les jeunes souris Vangl244

(A) Rates de souris de 8 mois 21 jours apreés l'irradiation sous-létale. (B) Nombre de cellules dans la rate des
souris agées de 3 mois (gauche) et de 5 mois (droite). CTRL (n =9 WT 3 mois, n = 3 Vangl244 3 mois, n =5 WT
5mois, n = 2 Vangl244 5 mois), Jour 11 (n =9 WT 3 mois, n = 8 Vangl244 3 mois, n =5 WT 5 mois, n = 3 Vangl244
5 mois), Jour 21 (n =9 WT 3 mois, n = 8 Vangl242 3 mois, n =3 WT 5 mois, n = 3 Vangl242 5 mois). (C) Ratio de
la cellularité de la rate par rapport a la masse de la rate des souris agées de 3 mois (gauche) et de 5 mois
(droite). CTRL (n = 8 WT 3 mois, n = 3 Vangl242 3 mois, n =5 WT 5 mois, n = 2 Vangl24#4 5 mois), Jour 11 (n =9
WT 3 mois, n = 8 Vangl244 3 mois, n =5 WT 5 mois, n = 3 Vangl242 5 mois), Jour 21 (n =5 WT 3 mois, n =7
Vangl242 3 mois, n = 3 WT 5 mois, n = 3 Vangl2424 5 mois.) CTRL = Contr6le pré-irradiation. Les données
proviennent d’au moins deux expériences.

3.3 L’absence de VANGL2 chez les cellules hématopoiétiques impacte les
progéniteurs érythro-meégacaryocitaires lors de la reprise hématopoiétique
Par la suite, vu la réduction du nombre de MPP2 et de MPP3 dans la MO aprés 21 jours, nous
avons regardé 'effet de VANGL2 sur les cellules progénitrices myéloides (MPC) en analysant les
proportions de ces progéniteurs par cytométrie en flux dans la MO (Figure 3.8) et dans la rate
(Figure 3.9). Au jour 11, le nombre total de MPC Vangl24? dans la MO est légérement plus élevé
chez les souris de 3 mois et cette hausse devient significative chez les souris de 5 mois (Figure
3.10 A). Les souris Vangl2?? de 3 mois maintiennent cette tendance au jour 21, alors que les
souris de 5 mois Vangl2” ont plut6t tendance a avoir moins de MPC dans leur MO 21 jours aprés

lirradiation (Figure 3.10 A). Bien qu’aucune différence statistiquement significative ne soit relevée
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2A/A

dans la rate des souris, il est possible de voir que les Vangl de 3 mois ont tendance a avoir

davantage de MPC que les souris WT du méme &ge, ce qui n'est pas le cas pour les souris de 5

2%4 de 5 mois ont en fait tendance a avoir un nombre réduit

mois. Plus encore, les souris Vang|
de MPC dans leur rate par rapport aux souris WT du méme age 21 jours apres l'irradiation (Figure

3.11 A).

En regardant les différentes populations de MPC, il est possible de remarquer que 11 jours suivant
lirradiation, les souris Vangl2?2 de 3 mois et de 5 mois ont un nombre significativement plus élevé
de MkP que les souris WT du méme groupe d’age dans leur MO. Apres 21 jours, cette hausse
dans la MO n’est plus maintenue, bien que la proportion de MKP dans les MPC a toujours
tendance a étre plus élevée chez les souris Vangl2? de 5 mois que chez les WT (Figure 3.10 B,
C). Pour ce qui est de la rate, il est encore possible de voir une forte tendance des souris Vangl244
de 3 mois a avoir davantage de MkP que les WT 11 jours apres l'irradiation. Bien que cette
tendance ne soit pas observable dans les rates des souris Vangl2? de 5 mois au jour 11, ces
souris ont tout de méme tendance a avoir une proportion MKP/MPC plus élevée que les WT. Au
jour 21, cependant, contrairement & la MO, les souris Vangl2?2 de 3 mois ont tendance & avoir
moins de MKP que les WT et leur proportion MKP/MPC est d’ailleurs significativement réduite. Les

souris Vangl244

de 5 mois conservent, quant a elles, 'augmentation de la proportion MKP/MPC
également observée dans la MO et qui devient significative au jour 21 dans la rate (Figure 3.11

B, C)

Pour ce qui est des progéniteurs érythrocytaires, les souris Vangl2?2 de 3 mois ont
significativement davantage de PreCFU-E dans leur MO 11 jours suivant l'irradiation sous-létale
et les souris Vangl2?2 de 5 mois ont également une forte tendance similaire (Figure 3.10 D, E).
Dans la rate, les souris Vangl222 de 3 mois ont également tendance a avoir un nombre plus élevé
de PreCFU-E que les WT du méme age (Figure 3.11 D). Ceci n’est cependant pas le cas pour les
souris Vangl24? de 5 mois qui ont plutét tendance & avoir un nombre réduit de PreCFU-E dans
leur rate 11 jours suivant lirradiation. Cette réduction du nombre de PreCFU-E devient

significative au jour 21, tout comme le ratio PreCFU-E/MPC (Figure 3.11 E)

Pour ce qui est des GMP, il est tout d’'abord possible de voir qu’a I'état homéostatique, les souris
Vangl2#2 de 3 mois ont un ratio GMP/MPC plus élevé dans leur MO que les souris WT du méme
age (Figure 3.10 F). Ceci n'avait pas encore été relevé lors de notre précédente étude sur
VANGLZ2, qui ne s’était pas penchée sur les progéniteurs myéloides (Bouali et al., 2022). Bien
que les souris Vangl2?2 de 5 mois ne suivent pas de tendance similaire pour leur ratio GMP/MPC

dans la MO, elles ont tout de méme tendance a avoir un nombre plus élevé de GMP que les souris
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Figure 3.8 Stratégie de sélection des progéniteurs myéloides dans la moelle osseuse

Représentation des populations cellulaires observées par cytométrie en flux dans la MO de souris irradiées 21
jours auparavant. Les panneaux de gauche représentent des souris agées de 3 mois et les panneaux de droite,
des souris agées de 5 mois.
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Figure 3.9 Stratégie de sélection des progéniteurs myéloides spléniques

Représentation des populations cellulaires observées par cytométrie en flux dans la rate de souris irradiées 21
jours auparavant. Les panneaux de gauche représentent des souris agées de 3 mois et les panneaux de droite,
des souris agées de 5 mois.
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proviennent d’au moins 3 expériences, celles de 5 mois proviennent d’au moins deux expériences.
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Figure 3.11 Variation des progéniteurs myéloides spléniques au jour 21

(A) Les histogrammes représentent le nombre de MPC dans la rate d’'une souris a la suite de I'irradiation sous-
létale. Les souris agées de 3 mois sont représentées a gauche et les souris de 5 mois, a droite. Parmi ces
progéniteurs, des histogrammes pour les MkP, les PreCFU-E et les GMP ont été réalisés pour les souris agées
de 3 mois (B, D, F) et pour les souris agées de 5 mois (C, E, G). CTRL = Contrbles non-irradiés. Les
histogrammes inférieurs des panneaux en (B-C) affichent un résultat significatif a la suite du test de Welch.
CTRL (n =10 WT 3 mois, n = 3 Vangl244 3 mois, n = 3 WT 5 mois, n = 1 Vangl242 5 mois), Jour 11 (n =7 WT 3
mois, n = 8 Vangl244 3 mois, n =5 WT 5 mois, n = 3 Vangl244 5 mois), Jour 21 (n = 8 WT 3 mois, n = 7 Vang|244
3 mois, n =3 WT 5 mois, n = 3 Vangl2#2 5 mois). Les données des souris de 3 mois proviennent d’au moins 3
expériences, celles de 5 mois proviennent d’'une (CTRL) ou deux expériences.
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WT de 5 mois & I'état homéostatique (Figure 3.10 G). A la suite de I'irradiation, cependant, I'écart
concernant le ratio GMP/MPC de la MO des souris de 3 mois disparait (Figure 3.10 F). Pour ce
qui est des souris de 5 mois, I'écart entre les Vangl2?” et les WT concernant les GMP de la MO
s’inverse. Alors que les GMP Vangl2%? avaient tendance & étre présents en plus grand nombre
dans la MO des souris de 5 mois, leur nombre a tendance a étre inférieur aux GMP WT 21 jours
suivant lirradiation. Plus encore, le ratio GMP/MPC est significativement réduit dans la MO des
souris Vangl24? de 5 mois 21 jours suivant l'irradiation (Figure 3.10 G), augmentant ainsi les ratios
MKP/MPC et PreCFU-E/MPC au jour 21, bien que le nombre absolu de MkP et de PreCFU-E a
ce moment soient similaires entre le souris WT et Vangl2% de 5 mois (Figure 3.10 E, C). Pour ce
qui est des GMP dans la rate, aucune différence n’est relevée entre les souris dgées de 3 mois
et de 5 mois (Figure 3.11 F, G). L’ensemble de ces données indiquent que, dans la MO, il y a un
biais pour la lignée érythro-mégacaryocytaires lors de la production de cellules myéloides
Vangl2?? lors des premiers jours suivant lirradiation, permettant une rapide reprise
hématopoiétique, mais que ce biais n’est pas maintenu dans le temps. Plus encore, il est absent

des rates des souris Vangl24,

3.4 RUNX1b n’est pas responsable de la dérégulation des HSPC Vangl|244

Par la suite, la variation de la quantité de MkP et de PreCFU-E nous a incité a définir le phénotype
de leur progéniteur commun, les PreMegE. Cependant, il n’y avait aucune différence au niveau
du nombre de PreMegE dans la MO et dans la rate a la suite de l'irradiation et ce, tous groupes
d’age confondus (Annexe |, Figure 12.1 A-C). Il a précédemment été décrit que les PreMegE qui
expriment CD34+ a leur surface ont tendance a se différencier en MkP, alors que les PreMegE
CD34-, plus haut dans la pyramide de différenciation, produisent des colonies érythro-
mégacaryocytaires mixtes ou des colonies érythrocytaires in vitro (Draper et al., 2016). Nous
avons donc examiné I'expression de CD34 a leur surface par cytométrie en flux (Figure 3.12 A).
Comme l'impact de VANGL2 semble jusqu’a présent age-dépendant, nous avons utilisé des
souris de 3 mois et de 8 mois, en espérant obtenir une variation claire. Contrairement a ce qui a
été attendu, 11 jours apres l'irradiation, il y a avait une réduction significative de la proportion de
PreMegE Vangl2%? spléniques positifs pour CD34 (Figure 3.12 B). Cette méme tendance était
également observée chez les PreMegE Vangl2?” spléniques de 8 mois (Figure 3.12 C). Aucune
différence statistiguement significative a été observée pour les PreMegE CD34+ dans la MO
(Annexe |, Figure 12.1 D, E). L’'augmentation des MkP Vangl2*“ observée au jour 11 ne provient

donc pas d’'un biais des PreMegE.
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En utilisant EPD The Eukaryotic Promotor Database, nous avons récupéré les 1500 bp précédant
le géne Vangl2, représentant la séquence potentielle du promoteur ou les facteurs de transcription
sont en mesure de se lier. En entrant cette séquence dans Patch 1.0, une base de données qui

recherche des séquences modéles des sites de liaison des facteurs de transcription, la liste de
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Figure 3.12 L’expression de RUNX1b est inchangée en absence de VANGL2

(A) Stratégie de sélection des PreMegE CD34+ dans la rate 11 jours aprés lirradiation sous-létale. (B)
L’histogramme représente le pourcentage de PreMegE qui sont positifs pour CD34 dans la rate des souris de
3 mois 11 jours aprés lirradiation sous-létale. CTRL (n = 2 WT, n = 2 Vangl244), Jour 11 (n =4 WT, n = 3
Vangl244). Les données proviennent d’une seule expérience. (C) L’histogramme représente le pourcentage de
PreMegE qui sont positifs pour CD34 dans la rate des souris de 8 mois 11 jours aprés l'irradiation sous-létale.
(n=2WT, n =3 Vangl244). Les données proviennent d’une seule expérience. (D) Superposition d’histogrammes
représentant I’expression de RUNX1b dans les LSK de souris WT et Vangl244 de 8 mois 11 jours a la suite de
I'irradiation sous-létale. Aucun controle FMO effectué. Les échantillons proviennent tous de la méme
expérience et ont été analysés au FACS la méme journée. (E) L’histogramme représente le MFI de RUNX1b
dans les HSPC de la MO de souris agées de 8 mois irradiées 11 jours auparavant. Les données proviennent
d’une seule expérience. CTRL = Contrbles non-irradiés. L’histogramme en (B) indique un résultat significatif a
la suite d’un test de Welch.
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facteurs de transcription obtenue contient AML-1. AML-1, pour Acute myeloid lymphoma, est
également appelé RUNX1. Cette famille de facteurs de transcription est particulierement
importante pour les cellules hématopoiétiques (Behrens et al., 2016; Challen & Goodell, 2010;
Draper et al., 2017; Draper et al.,, 2016; Ichikawa et al., 2008; Kocere et al., 2023). Il a
précédemment été démontré que I'expression de CD34 chez les PreMegE murines est associée
a l'activité de RUNX1b (Draper et al., 2016). Plus encore, RUNX1/AML-1 est un régulateur négatif
de la quiescence des CSH (Ichikawa et al., 2008). Nous avons donc émis I'’hypothése qu’en
absence de VANGL2, RUNX1 s’accumule dans les HSPC, menant a leur suractivation qui
éventuellement, méne ensuite a I'épuisement des CSH et au nombre réduit ’HSPC observé au
jour 21 (Figure 3.3). Comme nous observons une modification de la proportion de PreMegE
CD34+, nous nous sommes concentrés sur RUNX1b, dont I'expression du promoteur est associée
a la prolifération des cellules progénitrices (Draper et al., 2016). Pour vérifier cette hypothese,
nous avons récolté les cellules de la MO de souris irradiées 11 jours auparavant afin de vérifier
par cytométrie en flux s’il y avait une augmentation de I'expression de RUNX1b (Figure 3.12 D).
Cependant, aucune différence statistiquement significative n’était visible dans les HSPC de souris
agées de 8 moais (Figure 3.12 E). RUNX1b n’est donc pas responsable pour 'augmentation du
nombre de MKP Vangl2#2.

3.5 Reconstitution partielle des populations de cellules matures chez les souris
Vangl244 3 la suite d’une irradiation sous-létale
Par la suite, afin de vérifier 'impact de VANGL2 a la suite d’'un choc génotoxique sur la maturation
des cellules progénitrices, les populations cellulaires myéloides (Figure 3.13) et lymphoides
(Figure 3.14) ont été observées par cytométrie en flux, et ce, pour la MO et pour la rate. Lors
d’une reconstitution de la MO, les cellules majoritairement produites sont des neutrophiles, vu leur
courte durée de vie et sont ainsi considérés comme un indicateur de la reprise hématopoiétique
(Pillay et al., 2010). Nous avons donc observé les cellules GR1" dans la MO et dans la rate. Bien
que non statistiguement significatif, il est possible de voir une tendance a la baisse des GR1"
Vangl2%2 dans la MO pour les souris de 5 mois (Figure 3.15 B) et dans la rate pour les souris de
3 mois (Figure 3.15 A) 21 jours apres l'irradiation sous-Iétale. Pour ce qui est des érythrocytes
matures, aucune différence n’est observée chez les souris de 3 mois (Figure 3.15 C). Chez les
souris de 5 mois, bien que non statistiquement significatif, il est tout de méme possible de voir
une tendance a avoir moins d’érythrocytes Vangl2# dans la MO au jour 21 (Figure 3.15 D). De

2AA

maniére similaire, aucune variation n’est visible entre les souris WT et Vangl de 3 mois en ce

qui concerne les plaquettes (Figure 3.15 E), mais leur nombre est significativement réduit dans la
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MO des souris Vangl2%? de 5 mois 21 jours post-irradiation, avec une légére tendance similaire
dans la rate (Figure 3.15 F). Pour ce qui est des lymphocytes, encore une fois, aucune différence
statistiquement significative n’est observée dans leur nombre (Figure 3.15 G-J). Cependant, il est
tout de méme possible de voir que les souris de 3 mois tendent & avoir davantage de lymphocytes

T dans leur rate au jour 21 (Figure 3.15 I). Inversement, les souris Vangl2#2 de 5 mois tendent &
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Figure 3.13 Stratégie de sélection des cellules matures myéloides

Représentation des populations cellulaires observées par cytométrie en flux de (A) la moelle osseuse et de (B)
la rate 21 jours apres l’irradiation sous-létale. Le c6té gauche de chague panneau représente les souris agées
de 3 mois et le c6té droit, les souris agées de 5 mois. PLT = plaquettes. Fr I-ll = les deux premiéres fractions
dans la maturation des érythrocytes. Fr Il = la troisiéme fraction dans la maturation des érythrocytes. Fr IV =
les érythrocytes matures.
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Figure 3.14 Stratégie de sélection des cellules matures lymphoides

Représentation des populations cellulaires observées par cytométrie en flux de (A) la moelle osseuse et de (B)
la rate 21 jours apreés l’irradiation sous-Iétale. Les graphiques de gauche représentent les souris agées de 3
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avoir moins de lymphocytes B et T dans leur MO 21 jour suivant l'irradiation sous-létale (Figure
3.15 H, J). Plus encore, on remarque une transition significative dans le ratio CD4+/CD8+ des

2A/A

lymphocytes T chez les souris Vangl de 5 mois, mais pas chez les souris de 3 mois, au jour

21 tant dans la MO que dans la rate (Figure 3.15 K, L). Ainsi, aprés 21 jours, il semble y avoir une

2A/A

tendance générale vers la baisse des cellules matures dans la MO des souris Vangl de 5 mois.

Ensuite, nous avons analysé la reconstitution du sang périphérique. Afin de faciliter la lecture des
histogrammes, les données pré-irradiation ont été séparées de celles suivant l'irradiation (Annexe
| Figure 12.2). Aucune différence n’est observée dans les populations du sang périphérique avant
lirradiation, a I'exception des neutrophiles et des monocytes qui sont présents en plus grand
nombre chez les souris Vangl2 de 5 mois que chez les WT du méme age (Annexe | Figure 12.2
C, D). 7 jours suivant l'irradiation, les souris Vangl2*4 de 5 mois ont significativement moins de
leucocytes que les souris WT du méme age, mais cette variation ne se maintient pas dans le
temps. Inversement, les souris Vangl2?2 de 3 mois ont plutdt tendance a avoir davantage de
leucocytes aux jours 7 et 14 que les WT du méme age. Au jour 21, le nombre total de leucocytes

est similaire entre les souris WT et Vangl24

selon leur groupe d’age respectif (Figure 3.16 A). En
regardant les différentes populations leucocytaires, il est possible de voir des tendances qui se
répétent. Au jour 11, les souris Vangl24? de 3 mois tendent & avoir moins de leucocytes myéloides
et lymphoides que les souris WT, tendance qui devient significative en ce qui concerne les
lymphocytes B. A linverse, au jour 11, les souris Vangl222 de 5 mois tendent plutdt a avoir
davantage de leucocytes myéloides et lymphoides que les WT. Au jour 14, ces tendances
s’inversent avant de se stabiliser au jour 21 (Figure 3.16 B-F). En ce qui concerne les érythrocytes,
aucune variation significative n’est observable, bien qu’on puisse voir une légére tendance des

souris Vangl244

a en avoir un plus grand nombre que les WT du méme age au jour 14 (Figure
3.16 G). Cette méme tendance est également visible avec les plaguettes. Plus encore, au jour 11,
les souris Vangl2# de 5 mois ont significativement davantage de plaquettes que les WT (Figure
3.16 H), ce qui correspond a 'augmentation du nombre de MkP dans leur MO au méme jour.
Malgré tout, ceci demeure surprenant, étant donné la forte occurrence de thrombocytopénie a la
suite d’une irradiation (Chen et al., 2017). Au jour 21, les souris WT et Vangl2?”2 ont des quantités
similaires d’érythrocytes et de plaquettes (Figure 3.16 G, H). En général, les données du jour 21
indiquent que la reconstitution du sang périphérique a pu étre effectuée malgré I'absence de

VANGL2.
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Les histogrammes représentent les différentes cellules matures dans la MO (a gauche des panneaux) et dans
la rate (a droite des panneaux) pour les souris de 3 mois (A, C, E, G, I) et de 5 mois (B, D, F, H, J). (A, B, G-L)
MO CTRL (n = 8 WT 3 mois, n = 3 Vangl242 3 mois, n =5 WT 5 mois, n = 2 Vangl242 5 mois), Jour 11 (n =7 WT
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mois, n =3 WT 5 mois, n = 3 Vangl244 5 mois). (C, D) MO CTRL (n =11 WT 3 mois, n = 3 Vangl244 3 mois, n =5
WT 5 mois, n = 2 Vangl244 5 mois), Jour 11 (n = 9 WT 3 mois, n = 7 Vangl2#2 3 mois, n =5 WT 5 mois, n = 3
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G-L) Rate CTRL (n = 10 WT 3 mois, n = 3 Vangl242 3 mois, n =5 WT 5 mois, n = 2 Vangl242 5 mois), Jour 11 (n
= 9 WT 3 mois, n = 8 Vangl242 3 mois, n =5 WT 5 mois, n = 3 Vangl244 5 mois), 21 (n = 8 WT 3 mois, n =6
Vangl242 3 mois, n = 3 WT 5 mois, n = 3 Vangl242 5 mois). (C, D) Rate CTRL (n = 10 WT 3 mois, n = 3 Vangl244
3 mois, n =5 WT 5 mois, n =2 Vangl242 5 mois), Jour 11 (n = 9 WT 3 mois, n = 8 Vangl244 3 mois,n =5WT5
mois, n = 3 Vangl244 5 mois), 21 (n = 7 WT 3 mois, n = 6 Vangl244 3 mois, n = 3 WT 5 mois, n = 3 Vangl244 5
mois). Les données des souris de 3 mois proviennent d’au moins 3 expériences. Les données des souris de 5
mois proviennent d’'une (CTRL & Jour 11) a deux (Jour 21) expériences. CTRL = Contrdle pré-irradiation.
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Figure 3.16 Reconstitution du sang périphérique

Les histogrammes représentent les différentes cellules matures dans le sang périphérique. Les données
concernant les leucocytes (A-F) proviennent de 30 pL de sang périphérique et celles concernant les
érythrocytes et les plaquettes (G-H) représentent 1 uL de sang périphérique. Tous les histogrammes de cette
figure ont été sujets a un test de Mann-Whitney. Jour 7 (n = 6 WT 3 mois, n = 2 Vangl244 3 mois,n =7 WT 5
mois, n = 6 Vangl244 5 mois), Jour 11 (n = 8 WT 3 mois, n = 4 Vangl242 3 mois, n =5 WT 5 mois, n =5 Vang|244
5 mois), Jour 14 (n = 4 WT 3 mois, n = 2 Vangl244 3 mois, n =3 WT 5 mois, n = 3 Vangl2#2 5 mois), Jour 21 (n =
6 WT 3 mois, n =6 Vangl244 3 mois, n =3 WT 5 mois, n = 3 Vangl244 5 mois). Les données des souris de 3 mois
proviennent d’au moins 2 expériences (CTRL, Jours 11 et 21) ou d’au moins une (Jour 7 et 14). Les données
des souris de 5 mois proviennent d’au moins 3 expériences (CTRL) ou d’au moins une (Jours 7, 11, 14 et 21).
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4 DISCUSSION

Les voies de signalisation WNT impactent grandement les fonctions des CSH. La voie canonique
de la B-caténine a trés bien été décrite et est principalement connue pour son rdle dans la
prolifération et I'activation des CSH (Luis et al., 2012), alors que certains éléments des deux autres
voies non-canoniques demeurent moins étudiés. C’est le cas de VANGL2 dans la voie WNT/PCP
dans les cellules hématopoiétiques. Notre équipe est une des premiéres a se concentrer sur
VANGL2 dans ces cellules. Pour se faire, nous utilisons un modéle murin Vav-iCre-LoxP qui
permet d’inactiver sélectivement le géne Vangl2 dans les cellules hématopoiétiques lors de
'hématopoiése au foie foetal (Georgiades et al., 2002).

Les précédents travaux de notre laboratoire avaient démontré que I'effet de VANGL2 était age-
dépendant (Bouali et al., 2022), c’est pourquoi nhous avons encore une fois comparé les souris
selon leur groupe d’age. Ainsi, comme nous avions démontré que VANGL2 est essentiel pour les
fonctions des CSH lors de greffes (Bouali et al., 2022), nous avons encore une fois commencé
par analyser I'effet de son absence sur les HSPC. Encore une fois, les effets que nous avons
observés sont age-dépendants. Effectivement, 11 jours suivant l'irradiation sous-létale, les souris
Vangl2?2 de 5 mois ont significativement davantage de cellules dans leur MO que les souris WT.
Cette différence est absente chez les souris de 3 mois. Cette cellularité plus élevée pourrait
s’expliquer par une résistance aux cellules Vangl24? & l‘irradiation et donc & une meilleure survie
a la suite d’'un choc génotoxique. Cependant, lorsque nous observons les différentes populations
cellulaires, cette hypothése semble peu probable. Effectivement, non-seulement les différentes
cellules matures sont présentes a une quantité similaire, ou inférieure dans le cas des plaquettes,
chez les souris Vangl222 que chez les souris WT de 5 mois, la quantité de MPP2, MPP3 et LMPP

244 et les WT de 5 mois. Seules les

au jour 11 sont également similaires entre les souris Vang|
quantités de LT-CSH et de MPC dans la MO sont plus élevées chez les souris Vangl2?2 de 5
mois que chez les WT. Ainsi, @ moins que la protection face a l'irradiation qu’accorderait VANGL2
soit limitée a ces cellules, nous avions plutét émis I'hypothése que la hausse de LT-CSH Vangl244
de 5 mois serait due a une suractivation des LT-CSH due a une perte de quiescence. Cette
suractivation augmenterait leur prolifération, d’ou leur nombre élevé. Cette hausse de la
prolifération est observable ici sur les cultures cellulaires effectuées avec des prélévements de
MO de souris de 8 mois. Ces cultures cellulaires démontrent un nombre significativement plus
élevé de cellules progénitrices CD117+ en plus d’avoir une augmentation du nombre de cellules

matures. Plus encore, cette suractivation due a une perte de quiescence des LT-CSH ménerait



éventuellement a I'épuisement de ces cellules. Cet épuisement expliquerait alors cette réduction
de HSPC observée au jour 21 chez les souris Vangl2?2 de 5 mois. Comme nos précédents

travaux démontrent que les HSPC Vangl2#2

ont tendance a accumuler le marqueur de
sénescence p16'Nk4a avec I'age (Bouali et al., 2022), cette hypothése nous semble plus plausible
qu’'un effet protecteur accordé par VANGL2. Afin de confirmer cette hypothése, une analyse du
cycle cellulaire via Ki-67 et DAPI des HSPC Vangl2#2 au jour 11 serait nécessaire étant donné
qu’'a I'état homéostatique, aucun changement dans le cycle cellulaire des HSPC n’est relevé
(Bouali et al., 2022). Le protocole de I'analyse du cycle cellulaire via Ki-67/DAPI est déja connu
par notre laboratoire (Bouali et al., 2022), facilitant la réalisation de ce nouvel objectif de

recherche.

Nous avons également observé leffet de I'absence de VANGL2 dans les cellules
hématopoiétiques sur la cellularité de la rate. La rate est un lieu secondaire ou s’effectue
I’'hématopoiése a un niveau bien plus faible, mais qui prend de 'ampleur en cas de dommages a
la niche hématopoiétique de la MO causés par lirradiation afin d’effectuer une hématopoiése
extra-médullaire d’'urgence (Inra et al., 2015; Oguro et al., 2017). Aprées avoir analysé la cellularité
des rates des souris de 3 mois et de 5 mois, nous avons remarqué que les souris Vangl24 de 3
mois ont significativement davantage de cellules spléniques selon la masse de leur rate
comparativement aux WT. En essayant d’expliquer cette hausse, nous avons noté que les souris
Vangl2?2 de 3 mois tendent a avoir davantage de MPC dans leur rate que les souris WT, bien
que non-statistiquement significatif. Nous avons ensuite remarqué que les souris Vangl2?2 ont
également plusieurs nodules sur leur rate comparativement aux souris WT, ce qui suggére une
forte activité proliférative. Effectivement, en 1963, une premiére étude avait mentionné ces
nodules spléniques a la suite d’injection de cellules de la moelle dans des rats irradiés. Ces
nodules étaient rares et leur apparition était proportionnelle a la quantité de cellules injectées. Les
auteurs ont donc suggéré que chaque nodule représente un amas de prolifération dont 'origine
est une cellule souche (Till & McCulloch, 1961). Dans notre cas, aucune cellule souche n’a été
injectée. Cependant, les amas pourraient potentiellement provenir de HSPC qui ont migré vers la
rate a la suite de l'irradiation afin d’étre en mesure de continuer 'hématopoiése, ce qui expliquerait
le plus grand nombre de MPC Vangl2? dans les rates de souris. Il aurait été intéressant
d’effectuer des coupes longitudinales sur ces rates afin d’observer en histologie les profils
cellulaires de ces amas, dont le centre est fort probablement une MPP entourée de PreCFU-E ou
de MKP. Jusqu’'a présent, les recherches sur VANGL2 dans les cellules hématopoiétiques
démontrent que cette protéine est essentielle pour plusieurs des fonctions des CSH, entre autres,

pour leur quiescence et pour leur capacité d’auto-renouvellement (Bouali et al., 2022). Une autre
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fonction des CSH est également leur capacité de migration vers la rate, par exemple, en cas de
dommage ala MO. Dans certains cancers du seins, une forte expression de VANGL2 est associée
a la migration des métastases (VanderVorst et al., 2022) (Partie Il). Bien que dans le cadre de
cette étude, VANGL2 est absent, il est reconnu qu’une surexpression d’'un élément de la voie
WNT/PCP méne souvent au méme phénotype qu’en absence de ce méme élément (Feng et al.,
2021; Hayes et al., 2013). L’augmentation du nombre de cellules dans la rate des souris Vangl24*
de 3 mois pourrait peut-étre étre due a une plus forte migration des CSH de la MO vers la rate,
se différenciant ensuite en MPC. Cette forte migration serait ainsi absente chez les souris
Vangl2?? de 5 mois, ce qui correspond encore une fois & une perte de fonctions des CSH en
absence de Vangl2 selon un modéle age-dépendant. Nos données préliminaires a ce sujet
semblent d’ailleurs concorder. 11 jours suivant I'irradiation, les souris Vangl22 de 5 mois ont un
ratio CSH/LSK splénique significativement inférieur a celui des souris WT (Annexe | Figure 12.3),
ce qui pourrait indiquer que les cellules ne sont pas en mesure de migrer a la rate afin d’effectuer
une hématopoiese d’'urgence a la suite de la destruction de la MO. Cependant, afin de confirmer
I'effet migratoire de VANGL2 sur les HSPC, nous proposons de regarder leur présence dans le
sang périphérique a la suite de l'irradiation sous-létale afin de suivre leur migration de la MO vers

la rate. Plus encore, nous voulons également vérifier la présence de MPP dans la rate.

Dans nos précédents travaux, hous n’avions pas évalué s’il y avait des changements sur les MPC
en absence de VANGL2 a I'état homéostatique (Bouali et al., 2022). Vu la quantité limitée de
souris en notre possession, nous n'avons obtenu les données que de deux souris non-irradiées

Vangl244

de 5 mois pour les MPC de la MO et d’'une seule pour les MPC de la rate. Aucun test
statistique n’a donc été effectué pour ce groupe d’age avant l'irradiation. Cependant, malgré tout,
il est possible de voir une tendance & avoir un nombre total de MPC Vangl24? plus élevé dans la
MO des souris de 5 mois. Plus encore, le nombre de GMP semble avoir tendance a étre plus
élevé dans la MO et dans la rate des souris Vangl22 de 5 mois que les WT. Nous avons l'intention
de confirmer ceci en répétant 'expérience avec de nouvelles souris Vangl2” de ce groupe d’age.
Si les résultats s’avérent statistiquement significatifs, cela corréle avec le biais myéloide age-
dépendant précédemment observé en absence de VANGL2 (Bouali et al., 2022). Ce biais
myéloide, s'il est bel et bien présent a I'état homéostatique chez les souris Vangl222 de 5 mois,
aurait pu expliquer la quantité plus élevée de MkP dans la MO au jour 11. Cependant, ce biais est

2A/A

age-dépendant et pourtant, les souris Vang| de 3 mois ont également davantage de MkP dans

leur MO et dans leur rate que les WT, nous avons donc tenté d’expliquer ce phénomeéne.
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Notre premiére hypothése a ce sujet est que le besoin accru de cellules myéloides, nécessaires
a la reprise hématopoiétique a la suite de l'irradiation, amplifie ce biais qui devient alors visible
malgré le jeunes age des souris. En essayant d’émettre une seconde hypothése a ce sujet, hous
nous sommes tournés vers les HSPC. Il n'y a pas de différence significative chez les MPP2

Vangl2#4

au jour 11 et ce, pour les deux groupes d’age. Plus encore, lorsque nous nous sommes
attardés aux PreMegE, cellules progénitrices provenant de la différenciation des MPP2, il y avait
une réduction de la proportion de PreMegE CD34+. Une étude a précédemment démontré que
les PreMegE CD34+ ont davantage tendance a produire des colonies mégacaryocytaires lors de
leur mise en culture, alors que les PreMegE CD34-, des colonies érythrocytaires (Draper et al.,
2016). L'augmentation des MkP ne peut donc provenir des MPP2 a ce moment. Cette proportion
réduite de PreMegE CD34+ expliquerait plutoét 'augmentation du nombre de PreCFU-E observée
dans la MO et la rate des souris Vangl2*? de 3 mois et la MO des souris Vangl2** de 5 mois. Les
MPP2 au jour 11 se différencieraient donc principalement en PreCFU-E. Ainsi, nous proposons
que 'augmentation de MkP Vangl2%” au jour 11 serait due & la différenciation de LT-CSH CD41+
Vangl2#2, qui sont en mesure de contourner la pyramide de différenciation. Les LT-CSH CD41+
ont précédemment été décrits comme une population grandissante dans une MO vieillissante
(Gekas & Graf, 2013; Sanjuan-Pla et al., 2013). Ces LT-CSH CD41+ Vangl2%? pourraient étre
une autre cause de 'augmentation de LT-CSH observée chez les souris Vangl22? de 5 mois et le
plus haut niveau de plaquettes dans le sang périphérique au jour 11 chez ces mémes souris. Afin
de confirmer ces deux hypotheéses, il serait nécessaire d’observer la présence du marqueur CD41

sur ces cellules par cytométrie en flux.

Nous avons ensuite tenté de déterminer par quel mécanisme d’action VANGL2 impacte les HSPC.
Plus précisément, nous avons tenté de déterminer comment 'absence de VANGL2 cause la perte
de quiescence des LT-CSH. Nous avons commencé par déterminer quels seraient les potentiels
facteurs de transcription de Vangl2. Bien que les facteurs de transcription de VANGL2 chez
'humain soient bien décrits sur GeneCards.org, ceux pour I'équivalent murin le sont moins. Il est
malgré tout possible de voir que AML-1A est un facteur de transcription connu de VANGL2 sur
GeneCards.org. Grace a EPD et a Patch 1.0, nous avons établi que RUNX1/AML-1 est également
un facteur de transcription potentiel de Vangl2 murin. RUNX1 favorisant I'activation des CSH,
nous avons émis I'hypothése qu’il permet normalement de transcrire Vangl2 qui régule ensuite
négativement Runx1, permettant ainsi de garder un équilibre via une boucle de rétroaction. En
absence de VANGL2, il y aurait donc une accumulation de RUNX1 ce qui provoquerait la
suractivation des CSH. Afin de vérifier cette hypotheése, nous avons décidé de nous concentrer

sur RUNX1b dans les HSPC vu la variation de CD34+ dans les PreMegE et car 'activation du
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promoteur de RUNX1b est associée a la prolifération et la différenciation des progéniteurs actifs,
malgré son absence chez les LT-CSH a I'état homéostatique (Draper et al., 2016). Nous nous
attendions donc a voir une hausse de I'expression de RUNX1b, soit dans I'ensemble des MPP,
correspondant a la prolifération accentuée observée dans les cultures cellulaires et a
'augmentation des MPC observées in vivo aux jours 11, ou méme a I'expression de RUNX1b
dans la fraction des LT-CSH qui représenterait I'activation des potentiels LT-CSH CD41+
Vangl2®? mentionnés précédemment. Cependant, aucune variation du MFI de RUNX1b n’a été
observée chez les souris de 8 mois 11 jours suivant lirradiation sous-létale. Nous avons donc
I'intention de répéter I'expérience en observant plutdt le MFI de RUNXI1c, le principal isoforme
dans les CSH (Challen & Goodell, 2010; Draper et al., 2016) avec des souris de 8 mois et de 3
mois afin de vérifier s’il y a un effet age-dépendant. Il est également important de noter que comme
aucun FMO n’a été réalisé pour I'expérience concernant RUNX1b, il est impossible de garantir
que ce facteur de transcription n’a aucun impact sur les HSPC puisqu’il y a un risque de faux

négatifs.

Enfin, nous avons examiné la reconstitution des populations des cellules hématopoiétiques
matures dans la MO, dans la rate et dans le sang périphérique. 21 jours suivant l'irradiation, il n'y
avait aucune différence observée dans les populations des cellules matures de la rate. Pour ce
qui est du sang périphérique, 21 jours aprés lirradiation, les populations cellulaires sont

également similaires entre les souris Vangl24%

et les souris WT. Cependant, il a précédemment
été décrit que la reconstitution du sang périphérique a la suite d’'une irradiation totale n’est pas un
indicateur d’une reprise hématopoiétique compléte et peut se produire malgré des dommages
persistants a la niche hématopoiétique de la MO, menant a une réduction des réserves de HSPC
(Shao et al., 2014). Ainsi, il se peut que la tendance a la baisse observée dans la MO des souris
Vangl2%2 de 5 mois soit un signe annonciateur de la sénescence ou de I'épuisement des HSPC,
dont le premier signe, selon nos résultats, serait la réduction des plaquettes de la MO. La
production plaquettaire des souris Vangl2” de 5 mois ne suit d’ailleurs pas la courbe attendue.
Au jour 11, les souris Vangl2# avaient davantage de MkP que les souris WT, et chez les souris
Vangl2?2 de 5 mois, ceci se reflétait également par un niveau significativement plus élevé de
plaquettes dans le sang périphérique au jour 11. Les jeunes souris Vangl2%“ ont, tant qu’a elles,
une quantité similaire de plaquettes dans le sang périphérique que les souris WT au jour 11,

malgré leur nombre plus élevé de MKP. Au jour 21, alors que les niveaux de MKP sont redevenus

2A/A 2A/A

similaires entre les souris Vangl et les WT, il est alors possible de voir que les souris Vang|
de 5 mois ont significativement moins de plaquettes dans leur MO que les WT. Cette variation

chez les souris Vangl2?? de 5 mois est & 'opposé de ce qui avait été observé précédemment
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chez des rats. A la suite d’une irradiation de 2 Gy, les rats irradiés avaient plutét montré un pic de
réduction du nombre de plaquettes au jour 10 et un pic d’augmentation au jour 20. Ces pics étaient
proportionnels a ceux des mégacaryocytes (Tanum, 1984). Bien que cette étude ne se réfere
qu’aux plaquettes dans le sang périphérique, il n’en demeure pas moins surprenant que les souris

Vangl2#4

de 5 mois de notre étude aient une forte réduction du nombre de plaquettes dans leur
MO au jour 21. Comme notre étude ne s’est pas poursuivie au-dela de 21 jours, il est impossible
de savoir si éventuellement le nombre de plaguettes dans le sang périphérique serait lui aussi
réduit comme dans la MO. Effectivement, comme nous avons proposé que les MkP Vangl2#4
produits au jour 11 proviendraient de LT-CSH CD41+ Vangl2#, la réduction du nombre de LT-
CSH Vangl2# au jour 21 chez les souris de 5 mois pourraient expliquer ainsi le nombre réduit de
plaquettes. Il a précédemment été observé que les embryons de poisson-zebres dont I'expression
de vangl2 ou de wnt5b a été atténuée ont un nombre réduit de plaquettes CD41+ (Kocere et al.,
2023). Une autre étude sur des souris a démontré qu’en rendant Runx1 null, les PreMegE ont une
différenciation en MkP augmentée, mais que la maturation mégacaryocytaire est altérée et produit
des mégacaryocytes a faible ploidie, réduisant ainsi la production de plaquettes (Behrens et al.,
2016). Une autre étude a démontré qu’en remplagant la séquence spécifique de Runxl1c par celle
de Runxlb, les PreMegE ont une différenciation en MKkP altérée, bien que la maturation des
mégacaryocytes et des plaquettes par la suite soit normale (Draper et al., 2017). De maniéere
similaire, il se peut que les PreMegE Vangl2?? se différencient en MkP dont la maturation en
mégacaryocytes est altérée, réduisant le nombre de plaguettes. Au jour 11, comme nous
proposons que les MkP Vangl2?? produits & ce moment proviendraient de LT-CSH CD41+
Vangl244, la réduction de plaquettes due a une maturation altérée de mégacaryocytes aurait pu
étre compensée par ce biais des LT-CSH CD41+ Vangl2?2. Au jour 21, cependant, les souris
Vangl2?? de 5 mois tendent & avoir une quantité réduite de LT-CSH. Ainsi, s'il y a bien une
compensation effectuée par les LT-CSH CD41+ Vangl2®? au jour 11, ce ne serait plus le cas au
jour 21, expliquant alors la réduction de plaquettes dans la MO, mais une quantité similaire de
MKP entre les souris WT et Vangl244. Un plus long suivi des souris irradiées et une analyse de la
ploidie des mégacaryocytes a la suite de lirradiation sous-létale seront nécessaires afin de
confirmer ces hypothéses. Afin de suivre la polyploidisation des mégacaryocytes, nous proposons
de les mettre en culture et de suivre leur maturation par vidéo-confocal (Lordier et al., 2008) ou
par I'utilisation de la trousse BD Cycletest™ Plus DNA Reagent Kit de BD Bioscience qui permet

I'observation de la ploidie des cellules par cytométrie en flux (Mattia et al., 2002).

Nous avons également remarqué une transition dans le ratio CD4+/CD8+ des lymphocytes T

CD3+ en faveur des lymphocytes T CD4+ dans la rate et la MO des souris Vangl2 de 5 mois.
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La lymphopénie est fréquente a la suite d’une irradiation (Paganetti, 2023) et requiert la production
de nouveaux lymphocytes. Lors de la maturation des thymocytes dans le thymus, les cellules
dendritiques jouent un réle essentiel lors de la sélection négative, particuliérement pour les
thymocytes simple-positifs (SP) CD4+, alors que leur réle est moins bien compris pour thymocytes
SP CD8+ (Oh & Shin, 2015). Les cellules dendritiques expriment également trés fortement

VANGL2 (Choi et al., 2019). Ainsi, il se peut que les cellules dendritiques Vangl242

aient impacté
la maturation des thymocytes. Cependant, comme nous n’avons pas prélevé le thymus des souris,
nous ne pouvons affirmer que cela provient d’'un biais lors de la production et la maturation des
lymphocytes T SP. Plus encore, la maturation des thymocytes s’effectue sur une période de 21
jours et, a la suite de l'irradiation, requiert également la réparation et la reconstitution fonctionnelle
de l'organe. Il se peut donc que les variations observées soient dues a une prolifération
homéostatique en situation de lymphopénie (Unsinger et al., 2009). Malgré tout, ceci constitue

une perspective d’étude intéressante.
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5 CONCLUSION

Pour conclure, ce projet de maitrise avait pour but de déterminer quel est le réle de VANGL2 murin
lors de la reprise hématopoiétique a la suite d’'une irradiation sous-létale et son mécanisme
d’action. Nous avons démontré I'importance de VANGL2 selon I'dge des souris afin de permettre
une récupération a long-terme de '’hématopoiése. Effectivement, en absence de VANGL2, nous

avons observé ce qui semble étre une dérégulation de la prolifération des LT-CSH Vangl2#*

244 adultes. Nos

adultes ce qui méne éventuellement a la perte des réserves de HSPC Vangl|
recherches viennent donc encore une fois souligner I'importance de VANGL2 murin sur le long-

terme dans les cellules hématopoiétiques (Bouali et al., 2022).

La premiére indication du déréglement des LT-CSH fut leur nombre plus élevé 11 jours suivant

2A/A

l'irradiation chez les souris Vang| de 5 mois. Nous avons égalment observé une augmentation

ZA/A

du nombre de cellules Vangl| par colonie lors des cultures in vitro des prélévements de moelle

osseuse, particulierement pour les cultures provenant de souris Vangl244

de 8 mois. De plus, des
nodules sont présents en plus grande quantité sur les rates de souris Vangl24“, en plus d’une
tendance vers la splénomégalie chez les jeunes souris Vangl2?? post-irradiation. Ces mémes
jeunes souris avaient d’ailleurs tendance a avoir davantage de MPC 11 jours aprés l'irradiation
sous-létale. L’ensemble de ces données solidifie I'hypothése que les LT-CSH ont un déréglement
de leur prolifération a la suite de l'irradiation qui a le potentiel de permettre une reprise accrue de
'hématopoiése a la suite de la destruction de la moelle osseuse. Effectivement, nous avons

24 dans la moelle des souris

également observé une augmentation significative des MkP Vang|
de 3 mois et de 5 mois, tout comme un nombre plus élevé de plaguettes dans le sang périphérique
des souris Vangl2%? de 5 mois 11 jours aprés lirradiation. La présence de plaquettes a la suite
d’une irradiation totale du corps est un facteur clé indiquant la reprise hématopoiétique (Stickney
et al., 2007). L’ensemble de ces données semblent indiquer que 'absence de VANGL2 promeut
une reprise plus rapide de 'hématopoiése, bien qu'il reste encore des expériences a effectuer

afin de le confirmer.

Cette reprise accrue de 'hématopoiése engendre cependant une perte de la réserve des HSPC
Vangl2?? de maniére age-dépendante. Alors que les HSPC des jeunes souris Vangl244
demeurent & un niveau similaire a celui des souris WT 21 jours post-irradiation, il est possible de
voir une forte réduction du nombre de CT-CSH, de MPP2, de MPP3 et de LMPP, le tout également
représenté par une réduction significative de LSK, chez les souris Vangl2?? de 5 mois. Nous

avons donc émis I'hypothése que I'absence de VANGL2 a long-terme aprés un choc génotoxique



meéne a la suractivation des LT-CSH due a une perte de leur quiescence et éventuellement a leur
épuisement. Nous avons donc par la suite tenté de déterminer quel était le mécanisme qui permet
a VANGL2 de réguler la reprise hématopoiétique. Ceci nous a mener a regarder I'expression de
RUNX1b dans les HSPC. Bien que nos résultats ne soient pas concluants, nous avons d’autres
hypothéses concernant les potentiels mécanismes d’action de VANGL2 et les protocoles qui y

sont associés sont en cours d’élaboration.

Finalement, notre recherche offre de nouvelles connaissances sur la différenciation des HSPC
lors de stress aigus et ouvre la voie a plusieurs nouvelles études sur cette protéine clé de la voie
WNT/PCP dans les cellules hématopoiétiques. Ces études ont le potentiel de mener a des
avancées clinigues quant a la reprise de I'hématopoiése en cas de dommages a la moelle

osseuse.
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6 INTRODUCTION

La voie de signalisation WNT est impliquée dans les processus de développement embryonnaire
et est souvent également impliquée dans la progression et la dissémination de cancers lorsque
cette derniére est réactivée (Hatakeyama et al., 2014; Martin-Orozco et al., 2019; Zhan et al.,
2017; Zhang et al., 2020). La signalisation WNT se divise en trois voies principales : une
canonique (WNT/B-caténine) qui inhibe la dégradation de la B-caténine dans la cellule dont
'accumulation dans le noyau permet I'activation de facteurs de transcription (Staal et al., 2016),
et deux non-canoniques (WNT/Ca2+ et WNT/PCP).

La voie de signalisation non-canonique WNT/PCP permet une polarisation planaire des cellules
(PCP). Cette voie permet une coordination entre les cellules d’'un méme tissu afin d’obtenir une
orientation de leur cytosquelette et participe a la morphogenése tridimensionnelle (Gao et al.,
2011; Montcouquiol et al., 2003; Yang & Mlodzik, 2015). Cette réorganisation du cytosquelette
nécessite généralement l'activation de petites protéines G monomeériques de la famille RHO
(RHOA et RAC1) et de la protéine c-Jun N-terminale kinase (JNK)(Gao et al., 2011; Yang &
Mlodzik, 2015).

La voie WNT/PCP peut étre activée via plusieurs récepteurs dont Frizzled (FZD), qui est
également impliqué dans les autres voies WNT. L’activation par phosphorylation des récepteurs
a tyrosine kinase ROR et/ou RYK, a la suite de la fixation d’'un ligand WNT peut également mener
a l'activation de la voie WNT/PCP de maniére indépendante de FZD (Gao et al., 2011; Macheda
et al., 2012). Il existe également d’autres récepteurs de la voie WNT/PCP : les récepteurs
paralogues VANGL1 et VANGL2, les cadhérines FAT- DACHSOUS, les récepteurs couplés aux
protéines G (RCPG) hétérotrimériques CELSR1, CELSR2 et CELSR3 et le récepteur a tyrosine
kinase PTK7 (Aviles et al., 2013) (Figure 6.1A). L'expression de VANGL1 et VANGL2 dés les
premiers stades de I'embryogenése et la conservation de leur organisation moléculaire et
fonctionnelle de la mouche a 'homme attestent de I'importance capitale de ces récepteurs en
physiologie (Hatakeyama et al., 2014). En effet, des mutations de VANGL1 ménent a une
anomalie de la fermeture du tube neural (Reynolds et al., 2010) et en cas de mutation de VANGL?2,

I'embryon n’est pas viable (Lei et al., 2010).

Les récepteurs VANGL1/2 sont souvent surexprimés dans différents cancers de mauvais
pronostic associés a de hauts taux de rechute (Hatakeyama et al., 2014; VanderVorst et al., 2022),
dont certains cancers mammaires. En effet, le récepteur VANGLL1 est associé a une espérance

de survie globale réduite lorsqu’il est surexprimé dans les cancers du sein positifs pour le



récepteur de I'estrogéne (Hatakeyama et al., 2014). Pour ce qui est du récepteur VANGL2, en
plus d’étre associé a la dissémination des métastases (VanderVorst et al., 2022), il est surexprimé
dans le cancer du sein triple négatif (TNBC) qui est le sous-type le plus agressif (Foidart et al.,
2019). Le TNBC est caractérisé par I'absence d’expression du récepteur hormonal de I'estrogéne
(ER), du récepteur de la progestérone (PR) et du récepteur 2 du facteur de croissance
épidermique humain (HERZ2) (Foidart et al., 2019). Ces récepteurs sont les principales cibles des
thérapies ciblées (Foidart et al., 2019). Leur absence dans le TNBC explique pourquoi le
traitement principal pour cette maladie est actuellement la chimiothérapie standard. Il est donc
nécessaire d’identifier de nouvelles cibles thérapeutiques pour ce sous-type de cancer difficile a
traiter. VANGL?2 pourrait étre une cible thérapeutique potentielle. Cependant, la connaissance de
son mode d'action reste encore superficielle et une meilleure compréhension est donc essentielle
tant du point de vue fondamental que du point de vue médical pour développer de nouvelles
approches thérapeutiques. VANGL2 est un récepteur de la voie WNT/PCP a quatre régions
transmembranaires avec deux boucles extracellulaires et deux régions intracellulaires (Figure
6.1A). Le ciblage thérapeutique de VANGL2 est pour le moins un véritable défi compte tenu de
I'inaccessibilité de ses boucles extracellulaires a des anticorps (Walton, 2019) et de I'absence
d’'activité enzymatique (Hatakeyama et al., 2014). Ainsi, il serait plus judicieux de viser un co-
récepteur davantage accessible afin d’inhiber VANGL2 indirectement. Il est donc nécessaire de
poursuivre I'étude moléculaire de VANGL2, en particulier d’identifier ses co-récepteurs afin de
mieux comprendre son mode d’activation et de signalisation et d’évaluer si le ciblage de certains
d’entre eux peut étre une alternative a celui de VANGL2 dans le traitement des cancers du sein
résistants aux thérapies standards. Grace a Iutilisation de la technologie GFP-Trap
(immunocapture de GFP-VANGL2 grace a un nanobody anti-GFP) et a I'expertise de la
plateforme de protéomique du CRCM, I'équipe du Pr. Borg a co-purifi¢ CELSR2 avec VANGL2
dans des cellules épithéliales murines (Tableau 6.1, données non publiées de I'équipe), laissant
penser que cela pourrait également étre le cas dans les TNBC. Cette interaction est d’ailleurs déja
connue chez la Drosophile, chez qui CELSR2 porte le nom de flamingo (fmi) (Figure 6.1B) et a
été décrite dans des cellules de la lignée HEK293T(Anastas et al., 2012). CELSR2 est un
récepteur appartenant a la famille des RCPG d’adhésion, famille de récepteurs présentant un role
primordial dans I'adhésion cellulaire et les contacts cellule-cellule (Wang et al., 2014). Cette
famille posséde sept régions transmembranaires classiques aux RCPG et une trés large région
N-terminale extracellulaire qui comprend des motifs d’adhésion et un site protéolytique (Wang et

al., 2014) qui pourrait étre impliqué dans I'activation du récepteur (Figure 6.1C).
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Figure 6.1 Organisation de la voie Wnt/PCP

(A) Les principaux récepteurs de la voie WNT/PCP et la cascade de signalisation qui s’en suit. Adaptée de
(Aviles et al., 2013). (B). Interaction des récepteurs de la voie Wnt/PCP chez la drosophile. Adaptée de (Yang &
Mlodzik, 2015). (C). Organisation des RCPG atypiques CELSR1-3. Adaptée de (Wang et al., 2014)

Tableau 6.1 Analyse par spectrométrie de masse des protéines co-immunoprécipitées avec GFP-
VANGL?2 par GFP-Trap et identifiées comme interacteur connu (VANGL1) et nouveau
(CELSR2)
Genes Peptides Couverture Score
Vangl1 13 36,1 131,02
Celsr2 4 1,7 6,6974

Les connaissances actuelles sur I'expression, la fonction et la signalisation en aval de CELSR2,
et de beaucoup de RCPG atypiques, en physiologie et dans les tumeurs malignes humaines sont
plutdt limitées. Cependant, une analyse transcriptomique sur une large cohorte de patientes de
I'Institut Paoli- Calmettes (IPC) atteintes de cancer du sein et de données publiques a montré une

corrélation positive entre I'expression de VANGL2 et de CELSR2.Cette analyse a également
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montré I'association entre la surexpression de CELSR2 dans les TNBC et une diminution de la
survie sans métastases, avec un effet synergique de VANGL2 (données non publiées de I'équipe,
collaboration avec P. Finetti et F. Bertucci, équipe « Oncologie Prédictive » CRCM). CELSR2 et
ses autres paralogues sont exprimés a de forts niveaux dans certaines lignées cellulaires
cancéreuses mammaires, au méme titre que les protéines VANGLSs (Tableau 6.2) (DepMap). De
plus, les médicaments visant les RCPG, comme CELSR2, représentent le tiers du marché
pharmaceutique (Esteoulle et al., 2020) et considérant la large région extracellulaire, CELSR2

pourrait étre une cible prometteuse pour inhiber indirectement I'action de VANGL2.

Tableau 6.2 Expression de ’ARNm évaluée par DepMap pour VANGLs et CELSRs dans les lignées de
cancers mammaires étudiées (DepMap)

Expression ARNm

Lignées cellulaires CELSR1 CELSR2 CELSR3 VANGL1 VANGL2
SUM149 2,76 2,70 2,56 1,57 1,65
Faible s e Elevée

6.1 Objectifs et hypothése

L’objectif de I'équipe est d’évaluer si le ciblage de récepteurs membranaires partenaires de
VANGL2 représente une stratégie thérapeutique prometteuse dans le traitement des cancers du
sein résistants aux thérapies standards. Plus précisément, I'objectif de ce stage a principalement
consisté a débuter la caractérisation de CELSR2 en termes d’expression et de fonction dans le
TNBC, de facon dépendante ou indépendante de VANGL2. Pour se faire, différents objectifs du
projet ont été établis :

Valider les outils qui permettront d'étudier l'interaction dans la cancérogénése mammaire
Etudier la localisation de CELSR2

3. Etudier I'expression de CELSR2 dans différentes lignées cancéreuses mammaires et
l'influence de I'expression de CELSR2 sur VANGL1/2 et inversement

4. Etudier l'impact de sa perte d’expression sur la formation des jonctions adhérentes
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7 MATERIEL ET METHODE

7.1 Cultures cellulaires

7.1.1 MCF7 et HEK293T

Les cellules ont été cultivées dans du DMEMF-12(Gibco Life technologies®) supplémenté avec
10% sérum de veau foetal décomplémenté (Gibco Life technologies®), 1% de pénicilline-

streptomycine, 10ug/mL insuline et incubées a 37°C avec 5% de CO..

7.1.2 SUM149

Les cellules ont été cultivées dans du MHAMF12 (50 % DMEM, 50 % Ham'’s F12) (Gibco Life
technologies®) supplémenté avec 5% de SVF décomplémenté (Gibco Life technologies®), 1%
de pénicilline-streptomycine, 10ug/mL insuline, 1ug/mL d’hydrocortisone, 1% d’acide aminés non-

essentiels et incubées a 37°C avec 5% de CO..

7.2 Transfection

Lors des transfections d’ARN interférents (siARN), les cellules ont été transfectées en utilisant le
réactif Lipofectamine RNAIMAX Transfection (Thermo Fisher #13778075) selon les instructions
du manufacturier. Les transfections de plasmides dans les HEK2937 ont été réalisées en utilisant
1 pg/ul de polyethylenimine (PEI) & un ratio de plasmide:PElI = 1:3. Les transfections des
plasmides dans les SUM149 et MCF7 ont été réalisées en utilisant le réactif Lipofectamine LTX
and plus™(Thermo Fisher #15338-100) selon les instructions du manufacturier. Les cellules ont
été récoltées 48h apres les transfections. Les plasmides Celsrl-GFP et Celsr2-GFP ont été

fournis par I'équipe de D.Devenport, Princeton, USA.

7.3 Microscopie d’immunofluorescence

Pour l'immunofluorescence, les cellules ont poussé dans une plaque 6 puits contenant

préalablement une lamelle. Les cellules ont été transfectées le cas échéant avant la fixation.

Les cellules ont été préalablement rincées deux fois avec du PBS 1x froid, puis fixées avec 4%
de paraformaldéhyde/PBS (PFA) pendant 15 minutes a température ambiante. Trois ringages au
PBS 1x ont ensuite été effectués. Le cas échéant, les cellules ont été perméabilisées avec 0,4%
Triton - PBS 1x pendant 10 minutes a température ambiante sous agitation. Trois rincages au

PBS 1x ont été effectués, puis elles ont été bloquées avec du 3% BSA - PBS 1x a température



ambiante pendant 30 minutes. Les cellules ont ensuite été incubées avec les anticorps primaires
aux concentrations appropriées a 4° pendant une nuit. L’anticorps anti-VANGL2 a été concu dans
notre laboratoire. Aprés trois rincages de 5 minutes avec du PBS-Tween 0,01%, les anticorps
secondaires ont été ajoutés a des concentrations de 1/2000. Les lamelles ont ensuite été montées
sur les lames avec la solution de montage Prolong TM Gold antifade reagent with DAPI (4',6-
diamidino-2-phenylindole; 300 nM; Thermo Fisher Scientific, #2409252). Les lames ont ensuite
été laissées a l'abri de la lumiére a température ambiante une nuit compléte avant d’étre
observées au microscopie confocale (LSM 880, logiciel ZEN). Les signaux verts, rouges et violets
ont été détectés par une excitation de 488, 594 et 657 nm respectivement et analysée par le
programme Zeiss Zen.

7.4 Western blot

Les migrations ont été effectuées dans des gels précoulés (NUPAGE® Bis-Tris Midi Gel,
concentration de polyacrylamide : gradient 4-12 %)a 150V pendant 2h. Les transferts ont été
effectués sur des membranes de 0,4 um dans la glace a 80V pendant 1h30. La révélation a été
effectuée avec I'imageur (Gbox, logiciel GENEsys) . La quantification des bandes a été effectuée

avec le programme ImageJ.

7.5 Midiprep

Ajouter 100 ng de plasmides a 40uL de bactéries DH5a puis effectuer un choc thermique, puis
ajouter du milieu LB (50 pL/mL d’ampicilline). Aprés une incubation de 15 minutes a 37°C, les
bactéries sont étalées dans une boite de pétri avec I'antibiotique kanamycine, puis laisser pousser
pendant la nuit. Le lendemain, sélectionner une colonie isolée et la déposer dans 3 mL de LB-
kamamycine (1/2000). 8 heures plus tard, rajouter 450 mL de LB-kamamycine et incuber & 37°C
pendant la nuit. Le lendemain, les milieux de cultures bactériennes furent centrifugés a 2500 rpm
pendant 2 minutes a 20°C. La midi prep a ensuite été réalisée grace a la trousse Plasmid DNA

purification (NucleoBond Xtra® Midi/Maxi) en suivant les instructions du manufacturier
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8 Reésultats

8.1 Validation des outils qui permettront d'étudier I'interaction CELSR2 VANGL1/2
dans la cancérogénése mammaire

Pour avancer dans I'étude de CELSR2, un anticorps monoclonal a-CELSR2 a été commandé dés
le début de ce stage. Cet anticorps a été génére par 'immunisation de lapins avec un immunogéne
correspondant a une partie de la région extracellulaire de CELSR2 humain (peptide synthétique
correspondant aux résidus entourant I'Histidine 1781). Afin de s’assurer de l'efficacité de ce
nouvel anticorps commercial en Western Blot (WB), des lysats protéiques de cellules MCF7 ont
été utilisés (Figure 8.1A). Les MCF7 sont des cellules de cancer du sein de type luminal connues
pour leur surexpression, au niveau transcriptomique, de CELSR2 (Tableau 6.2). L’anticorps a-
CELSR2 reconnait des bandes au-dessus de 225 kDa a la taille attendue de CELSR2 dont le
poids moléculaire est de 317,4 kDa (Atlas THP). L’anticorps semble donc fonctionnel en WB.

Ensuite, afin de s’assurer de la spécificité de I'anticorps, un second WB a été effectué a partir de
lysats protéiques de cellules MCF7 transfectées avec un mélange d’ARN interférents (siARN)
(smart pool de 4 siARN) dirigés contre le géne CELSR2 humain (Figure 8.1B). Un siARN contrdle
(NT) a également été transfecté dans les MCF7. Ce WB a permis d’observer une forte réduction
de lintensité des bandes précédemment observées dans la piste correspondant aux lysats
protéiques de MCF transfectées avec les siARN, indiquant que I'anticorps reconnait bel et bien
spécifiquement CELSR2. Ce résultat montre également que I'ensemble de ces bandes
correspondent a CELSR2. Afin de s’assurer de I'efficacité de chaque siARN, des MCF7 sauvages
ont été transfectées avec les siARN individuellement. Il est possible d’'observer que tous les siARN
provoquent une diminution de I'expression de CELSR2 (Figure 8.1C). Pour la suite de I'étude, les
sSiARN 05 et 06 ont été utilisés afin d’éviter de potentiels effets non-spécifiques (CELSR2)
(Neumeier & Meister, 2020; Olejniczak et al., 2010) que I'utilisation du mélange de siARN pourrait

provoquer.

Des expériences d'immunofluorescence ont également été réalisées sur les cellules MCF7 pour
tester la capacité de I'anticorps a-CELSR2 ay reconnaitre CELSR2. Les cellules ont été soumises
a différentes conditions de fixation. La localisation membranaire des récepteurs de la voie
WNT/PCP dans les cellules étant dépendante de [lintégrité des jonctions cellulaires
(Puvirajesinghe et al., 2016), un anticorps a-E-Cadhérine a également été utilisé. Lors de la
fixation en paraformaldéhyde (PFA) un signal au niveau du noyau est détectable avec I'anticorps

a-CELSR2 (Figure 8.2A). Ce signal inattendu ne disparait pas dans les cellules MCF7



préalablement transfectées avec un mélange de siARN dirigés contre CELSR2 (Figure 8.2B).
C’est donc un signal aspécifique. De plus, aucun signal n’est visible lors de la fixation au méthanol

(Figure 8.2C). Ainsi, I'anticorps commercial ne fonctionne pas en immunofluorescence.
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Figure 8.1 Test de la spécificité de I'anticorps a-CELSR2 par Western Blot

(A) Des cellules MCF7 ont été analysées par WB avec I'anticorps anti-CELSR2 commercial. (B) Des cellules
MCF7 transfectées avec les siARN décrits dans la figure ont été analysées par Western Blot avec I’anticorps
anti-CELSR2 et anti-Tubuline. (C) Des cellules MCF7 transfectées avec les siARN décrits dans la figure ont été
analysées par Western Blot avec I'anticorps anti-CELSR2 et anti-Tubuline.

Une fois I'anticorps anti-CELSR2 caractérisé, il a fallu valider un autre outil indispensable pour
étudier CELSR2. Cet outil est un plasmide encodant le récepteur CELSR2 murin avec un tag
intracellulaire (GFP) au niveau de la partie C-terminale fourni par I'équipe de D.Devenport,
Princeton, USA. L’équipe collaboratrice avait également fourni un plasmide encodant GFP-
CELSR1 murin. Les plasmides ont d’abord été amplifiés grace a une Midiprep (Annexe Il Figure
13.1), puis séquencés afin de s’assurer de la qualité de 'amplification. lls ont ensuite été utilisés
dans une transfection d’ADN complémentaire (ADNc) dans des cellules épithéliales humaines de

rein embryonnaire HEK293T (Figure 8.3, Annexe Il Figure 13.2). Les lysats protéiques de ces
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cellules ont été analysés par WB avec un anticorps anti-GFP et anti-CELSR2. Comme l'attestent
les 3 premiéres pistes de la figure 8.3, il est possible de confirmer que les constructions
s’expriment bien et a la taille attendue. Par ailleurs, CELSR2-GFP murin est reconnu par
I'anticorps anti-CELSR2 humain, indiquant sa réactivité croisée entre espéces qui n’était pas
inscrite sur la notice d’utilisation (Figure 8.3, derniére piste). De plus, nous pouvons observer que
'anticorps anti-CELSR2 humain reconnait une quatrieme bande qui co-migre avec GFP-
CELSR1/2 murin (Figure 8.3, 5éme piste). Cette bande représente CELSR1-GFP murin qui migre
plus haut que CELSR1/2 murin endogene non-marqué. Ainsi, la spécificité de I'anticorps n'est pas
parfaite, ce dernier reconnait trés légerement CELSR1 murin.

DAPI a-CELSR2 a-E-Cadhérine
A

..

Figure 8.2 Test de I'efficacité de I’anticorps commercial a-CELSR2 en immunofluorescence

(A-B) Fixation des cellules avec de la PFA et observation des MCF7 NT (A) et d’un mélange de siARN de CELSR2
(B) avec les anticorps indiqués sur lafigure. (C) Fixation des cellules MCF7 WT avec du méthanol et observation
avec les anticorps indiqués sur la figure. Echelle : 10pm.
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Figure 8.3 Expression des plasmides Celsr1-GFP et Celsr2-GFP murins dans les cellules HEK293T

Des cellules HEK293T transfectées avec les constructions Celsr1-GFP et Celsr2-GFP murins ont été analysées
par WB avec les anticorps indiqués sur lafigure. Lafleche jaune indique une bande supplémentaire par rapport
au type sauvage (WT) qui est Celsr1-GFP murin reconnu par a-CELSR2. Les fleches bleues indiquent les
différents isoformes de Celsr2 murin endogene. La fléche rouge indique Celsr2-GFP murin.

8.2 Etude de lalocalisation de CELSR2

Une fois la construction GFP-CELSR2 murine validée, elle a été utilisée pour étudier la localisation
de CELSR2 humain dans les MCF7 étant donné que Il'anticorps anti-CELSR2 humain ne
fonctionne pas en immunofluorescence. Un signal fort est détectable au niveau des contours des
cellules avec l'anticorps a-GFP (Figure 8.4). Ce signal se situe au hiveau de la membrane
plasmigue dans la mesure ou il co-localise avec celui de E-Cadhérine et de VANGLL1 dont la
localisation membranaire avait préalablement été décrite (lliescu et al., 2011). Ce résultat semble
tout a fait cohérent car CELSR2 est un RCPG d’adhésion et donc un récepteur membranaire
(Tissir et al., 2010; Wang et al., 2014).

a-E-Cadhérine a-VANGL1 Combinaison

Figure 8.4 Localisation de CELSR2-GFP murin dans les cellules MCF7

CELSR2-GFP murin se situe a la membrane plasmique et co-localise avec VANGL1 humain. Les anticorps
utilisés pour 'immunofluorescence sont ceux indiqués sur la figure. Echelle : 10 pm.
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8.3 Etude de I’expression de CELSR2 dans différentes lignées cancéreuses
mammaires et de l'influence de I'expression de CELSR2 sur VANGL1/2 et
inversement

Une fois la spécificité de I'anticorps confirmé pour CELSR2 en WB, il a été possible de déterminer

si les cellules TNBC modéles SUM149 expriment CELSR2, car a terme, c’est sur ce sous-type de

cancer du sein que I'équipe se focalisera pour étudier le complexe CELSR2-VANGL1/2. Ces
cellules sont connues pour exprimer VANGL2 (Hoffmeyer et al., 2005), mais trés peu d’études ne

se sont concentrées sur son corécepteur CELSR2 jusqu’a présent. Comme attendu (Tableau 6.2),

un premier WB a permis d’observer CELSR2 dans les SUM149, dont le niveau d’expression est

bien inférieur & celui des MCF7 (Figure 8.5 A). Ensuite, l'influence de CELSR2 sur I'expression
de VANGL2 et inversement a été évaluée dans les SUM149. Pour cela des lysats protéiques de
cellules SUM149 transfectées avec des siARN dirigés soit contre VANGL2 soit contre CELSR2
ont été analysés par WB avec les anticorps anti-CELSR2 et anti-VANGL2 (Figure 6B). L’intensité
des bandes détectées avec I'anti-VANGL2 est inchangée quand I'expression de CELSR2 est
diminuée (Figure 8.5 B-C). De la méme fagon, lintensité des bandes détectées avec l'anti-
CELSR2 est inchangée quand I'expression de VANGL2 est diminuée (Figure 8.5 B-C). Ainsi, le

niveau d’expression de VANGL2 ne semble pas dépendre de celui de CELSR?2 et inversement.
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Figure 8.5 Expression protéiqgue de CELSR2 et de VANGL2 dans les SUM149 et dans les MCF7

(A) Comparaison de l'intensité d’expression de CELSR2 dans les SUM149 et les MCF7 par WB avec I’anticorps
indiqué sur la figure. (B) Observation de I'impact de I’expression de CELSR2 sur VANGL2 et inversement dans
les SUM149 suivant I'utilisation de siARN indiqués sur la figure. (C) Quantification du WB en (B). Ces données
représentent le résultat d’'une seule expérience.
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8.4 Impact de la perte d’expression de CELSR2 sur la formation des jonctions
adhérentes

Etant donné le role de CELSR2 et des autres RCPG d’adhésion dans I'adhésion cellule-cellule,
I'impact de la diminution de son expression sur la formation des jonctions adhérentes a été évalué.
Pour cela, des expériences d'immunofluorescence ont été réalisées sur des cellules MCF7
transfectées avec deux siARN différents dirigés contre le gene CELSR2 et avec un siARN
contrdle. L'intégrité des jonctions a été évaluée en évaluant la localisation de E-Cadhérine
déterminée grace a un anticorps anti-E-cadhérine. En effet, les jonctions adhérentes sont en partie
constituées de glycoprotéines transmembranaires de la superfamille des cadhérines comme E-
Cadhérine. Dans les cellules MCF7 transfectées avec le siARN contrdle, un signal fort est
détectable au niveau de la membrane plasmique avec I'anticorps anti-E-Cadhérine (Figure 8.6 A,
panneau supérieur). En revanche, lorsque I'expression de CELSR2 est diminuée, la protéine E
Cadhérine semble étre moins localisée a la membrane plasmique. Les cellules semblent avoir
des jonctions altérées et expriment parfois de petits filaments (Figure 8.6 A panneau du milieu et
panneau inférieur). De la méme facon, un effet sur la localisation de VANGL1 est observable
(Figure 8.6 A).

Une nouvelle transfection des MCF7 a été réalisée avec le mélange des siARN afin d’amplifier
I'effet observé en augmentant la réduction de I'expression de CELSR2 (Neumeier & Meister, 2020;
Parsons et al., 2009). Dans ces cellules, nous avons pu observer en immunofluorescence une
délocalisation de la protéine E-Cadhérine qui n’est plus localisée a la membrane plasmique ainsi
qu’une diminution de I'expression de E-Cadhérine dans toute la cellule (Figure 8.6 B). Ainsi, nous
pouvons conclure que CELSR2 joue probablement un rble dans lintégrité des jonctions

adhérentes.

80



A DAPI a-VANGL1 a-E-Cadhérine Combinaison

NT

Sio5

Si06

DAPI o-E-Cadhérine Comblnalson

Figure 8.6 Analyse de I'effet de la diminution de I’expression de CELSR2 sur la localisation de E-
cadhérine et de VANGL1 dans les MCF7

NT

siPool

Marquage avec I'anticorps a-VANGL1 et a-E-Cadhérine. Les fleches jaunes pointent les filaments anormaux.
(A) Panneau supérieur : siNT. Panneau du milieu : siO5 dirigé contre CELSR2. Panneau inférieur : siO6 dirigé
contre CELSR2. (B) Panneau supérieur : siNT. Panneau inférieur : mélange de siARN dirigés contre CELSR2.
Echelle : 10um.
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9 Discussion

L’'objectif de cette étude a consisté a débuter la caractérisation de CELSR2 en termes
d’expression et de fonction, de facon dépendante ou indépendante de VANGL2. Pour cela,
différents outils qui permettront d'étudier l'interaction CELSR2 VANGL1/2 dans la cancérogénése
mammaire ont été validés. Tout d’abord, un anticorps monoclonal commercial de lapin a montré
son efficacité en WB. De plus, I'efficacité de différents siARN dirigés contre le géne CELSR2 a
eté démontrée. Enfin, la validation d’un plasmide encodant GFP-Celsr2 murin a permis de
constater la localisation membranaire de CELSR2 murin dans les MCF7. Quant a I'anticorps, en
le mettant a profit, il a été possible de déterminer que I'expression protéique de CELSR2 dans
des cellules cancéreuses triple-négatifs SUM149 est bien moins importante que dans les cellules
MCF7 de type luminal. Les cellules SUM149 présentent cependant l'avantage d’exprimer
VANGL2 a 'opposé des cellules MCF qui n’expriment que VANGL1. De plus, ce sont des cellules
cancéreuses triple-négatifs, sous-type de cancer du sein ou la surexpression du complexe
CELSR2/VANGL2 est de mauvais-pronostic. Ainsi, les SUM149 ont été utilisées pour étudier
l'influence de la régulation de I'expression de CELSR2 sur VANGL2 et inversement. Il a été
observé que le niveau d’expression respectifs de ces récepteurs n’influe pas sur le niveau
d’expression de l'autre. En revanche, il est possible d’observer un effet attendu sur I'organisation

des jonctions adhérentes a la suite de la diminution d’expression de CELSR2 dans les MCF7.

Une fois l'anticorps anti-CELSR2 validé, il a premiérement été possible de remarquer qu’il
détectait trois bandes a environ 300 kDa (Figure 8.1A). Dans la littérature, CELSR2 est connu
pour étre de 317,4 kDa (Atlas THP). Ces bandes supplémentaires pourraient donc représenter
une forme de CELSR2 avec des modifications post-traductionnelles qui modifient sa migration.
Afin de le confirmer, il sera nécessaire de purifier ces différentes formes de CELSR2 par
immunoprécipitation et de les analyser par spectrométrie de masse. Cela pourrait également étre
des isoformes de différentes tailles de CELSR2 produites par épissage alternatif ou par initiation
alternative de la traduction. Dans tous les cas, ces trois bandes sont présentes dans les
différentes lignées observées, que cela soit les MCF7, les SUM149 ou les HEK293T. De plus, ces
trois bandes diminuent lorsque I'expression de CELSR2 est diminuée par les siARN, confirmant

qu’elles correspondent bien toutes a différentes formes de CELSR2 (Figure 8.1B-C).

Les cellules MCF ont été choisies pour certaines des expériences effectuées car elles expriment
trés fortement CELSR2 et car elles forment des jonctions bien qu’elles soient cancéreuses. La

localisation membranaire des récepteurs de la voie WNT/PCP dans les cellules en culture étant



dépendante de l'intégrité des jonctions cellulaires des lignées (Puvirajesinghe et al., 2016), ce
modéle de cellule était adapté pour confirmer la localisation a la membrane plasmique de CELSR2
(Figure 8.4). Par ailleurs, cette expérience a permis une fois de plus de confirmer la qualité de la
construction GFP-CELSR2 murin et elle pourra donc étre utilisée par une équipe collaboratrice
(Franck Vandermoere, Institut de Génomique Fonctionnelle, Montpellier) pour disséquer la
signalisation en aval de CELSR2. L’expression de la construction a la membrane plasmique est
en effet indispensable pour aborder cette question. La signalisation en aval de CELSR2 demeure
pour le moment inconnue et le recrutement des différentes protéines G au récepteur a la
membrane plasmique sera testé en utilisant la construction GFP-CELSR2 murin. De plus, I'équipe
de Jean-Paul Borg a démarré une collaboration avec I'équipe de Patrick Chames (CRCM,
Marseille), expertes dans la production de nanobodies, dans le but d’obtenir des modulateurs
potentiels du récepteur CELSR2. A la lumiére des résultats obtenus au cours de ce stage (fort
niveau d’expression protéique de CELSR2 dans les MCF7 et validation des siARN dirigés contre
CELSR2), les nanobodies dirigés contre CELSR2 seront produits en utilisant comme
immunogene les cellules MCF7 et des cellules MCF7 transfectées avec un siARN contre CELSR2

comme contrble.

Par ailleurs, le résultat de la Figure 8.5 montre qu'une stabilisation réciproque de ces deux
récepteurs entrainant une augmentation de leur quantité n’est pas envisageable. Une étude a
démontré qu’'une diminution de CELSR2 murin dans I'épendyme du cerveau de souris affecte la
disposition asymétriqgue de VANGL2 murin dans les ventricules et non son expression protéigue.
Cette étude montre que linactivation combinée de CELSR2 murin et CELSR3 murin est
nécessaire pour diminuer I'expression de VANGL2 murin (Tissir et al., 2010). |l serait donc

intéressant de refaire cette expérience avec des siARN dirigés contre CELSR3 également.

L'utilisation des cellules MCF et leur capacité a former des jonctions a également permis de
constater que CELSR2 joue probablement un rdle dans lintégrité des jonctions adhérentes
(Figure 8.6). Une grande majorité des tumeurs humaines chez I'adulte dérivent des altérations de
la polarité cellulaire des tissus épithéliaux comme la polarité apico-basale qui est assurée au
niveau cellulaire grace a l'intégrité des jonctions cellulaires dont les jonctions adhérentes. Etant
donné le pouvoir oncogénique de CELSR2 et son réle dans I'adhésion cellulaire, ce résultat était
attendu. Il reste cependant a confirmer ce résultat avec des expériences de sauvetage qui seront
facilement réalisables car les siARN du laboratoire sont dirigés contre le gene CELSR2 humain
et que la construction GFP-CELSR2 permet d’exprimer le récepteur murin. Cependant, cet effet

pourrait également étre di indirectement a la réduction de I'expression de VANGL1 a la
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membrane plasmique. Bien qu'il soit davantage reporté qu'un déréglement de VANGL2 provoque
de fortes anomalies au niveau des jonctions en provoquant I'endocytose d’E-Cadhérine (Jessen
& Jessen, 2019; Lindgvist et al., 2010; Nagaoka et al., 2014), il n’est pas a exclure que le role de
VANGL2 dans la stabilité des jonctions soit rempli par VANGL1 dans les MCF7. Afin de vérifier si
la perte des jonctions adhérentes est bien due a une diminution de VANGL1 a la membrane, il
faudrait observer des MCF7 transfectées avec des siARN dirigés contre VANGLL1. Il serait
egalement intéressant de tester si cet effet est potentialisé par la diminution d’expression de
VANGL2. Cependant, les MCF ne sont pas des cellules adaptées pour cette expérience car elles
n’expriment pas VANGL2.

Les cellules cancéreuses triple-négatifs SUM149 expriment CELSR2 et VANGL2 mais elles ne
forment pas de jonctions. Ce modéle de cellules sera principalement utilisé pour des expériences
de biochimie pour confirmer linteraction entre VANGL2 et CELSR2 dans des cellules

cancéreuses mammaires.
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10 Conclusion

L’objectif du stage était de valider les nouveaux outils du laboratoire pour étudier CELSR2 et de

débuter la caractérisation de ce récepteur de facon dépendante ou indépendante de VANGL2.

Cette étude a permis de constater la localisation membranaire de CELSR2 murin dans les MCF7,
de comparer I'expression protéique de CELSR2 humain dans différentes cellules cancéreuses
mammaires et d’évaluer l'influence du niveau d’expression de CELSR2 humain sur VANGL2
humain et inversement. Enfin, un effet sur 'organisation des jonctions a la suite de la diminution

d’expression de CELSR2 humain a été mis en évidence.

Les résultats obtenus au cours de ce stage vont permettre a I'équipe de Jean-Paul Borg de mieux
appréhender le réle du complexe VANGL2/CELSR2 dans un contexte pathologique qu’est celui
du cancer du sein triple négatif et d’évaluer si CELSR2 pourrait faire I'objet d’'un développement

en tant gue biomarqueur et/ou cible thérapeutique.
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Figure 12.1 Analyse des PreMegE a la suite de I'irradiation

Les histogrammes représentent les PreMegE dans les organes hématopoiétiques recueillis des différents
groupes d’age de souris. (A) Les histogrammes représentent les PreMegE dans les MO des souris de 3 mois
et de 5 mois. CTRL (n = 11 WT 3 mois, n = 3 Vangl242 3 mois, n = 3 WT 5 mois, n = 2 Vangl244 5 mois), Jour 11
(n =8 WT 3 mois, n =7 Vangl244 3 mois, n =5 WT 5 mois, n = 3 Vangl2#2 5 mois), Jour 21 (n = 8 WT 3 mois, n
=6 Vangl244 3 mois, n =3 WT 5 mois, n = 3 Vangl242 5 mois). (B) Les histogrammes représentent les PreMegE
dans la rate des souris de 3 mois et de 5 mois. CTRL (n =9 WT 3 mois, n = 3 Vangl244 3 mois, n = 3 WT 5 mois,
n = 1 Vangl244 5 mois), Jour 11 (n = 7 WT 3 mois, n = 6 Vangl242 3 mois, n =5 WT 5 mois, n = 3 Vangl244 5
mois), Jour 21 (n = 8 WT 3 mois, n = 6 Vangl2#2 3 mois, n = 3 WT 5 mois, n = 3 Vangl2#4 5 mois). (C)
L’histogramme représente les PreMegE dans la MO et la rate des souris de 8 mois 11 jours suivant leur
irradiation sous-létale. MO (n = 4 WT, n = 6 Vangl244), Rate (n = 4 WT, n = 6 Vangl244), (D) L’histogramme
représente le pourcentage de PreMegE qui sont positifs pour CD34 dans la MO des souris de 3 mois. CTRL (n
=2 WT, n = 2 Vangl244), Jour 11 (n = 3 WT, n = 3 Vangl244). (E) L’histogramme représente le pourcentage de
PreMegE qui sont positifs pour CD34 dans la MO des souris de 8 mois 11 jours suivant leur irradiation sous-
létale. (n = 2 WT, n = 2 Vangl244). (A, B) Les données des souris de 3 mois proviennent d’au moins 3
expériences. Les données des souris de 5 mois proviennent d’une (CTRL & Jour 11) a deux (Jour 21)
expériences. (C-E) Les données proviennent d’une seule expérience. CTRL = Contrdles non-irradiés.
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Figure 12.2 Analyse du sang périphérique des souris non-irradiées

Les histogrammes représentent les populations cellulaires des souris contrbles et des souris expérimentales
avant leur irradiation. L’histogramme en (C) indique un résultat significatif a la suite du test de Mann-Whitney.
n =24 WT 3 mois, n = 13 Vangl242 3 mois, n = 14 WT 5 mois, n = 9 Vangl242 5 mois. Les données proviennent
d’au moins trois expériences. CTRL = Contr6les non-irradiés.
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Figure 12.3 Données préliminaires sur les HSPC dans la rate

Les histogrammes représentent le ratio CSH/LSK dans les rates des souris. CTRL (n = 10 WT 3 mois, n =3
Vangl2#2 3 mois, n =3 WT 5 mois, n = 1 Vangl2#2 5 mois). Jour 11 (n = 7 WT 3 mois, n = 8 Vangl242 3 mois, n =
5 WT 5 mois, n = 3 Vangl244 5 mois). Jour 21 (n = 8 WT 3 mois, n = 6 Vangl244 3 mois, n = 3 WT 5 mois,n =3
Vangl2#2 5 mois). Les données des souris de 3 mois proviennent d’au moins 3 expériences. Les données des
souris de 5 mois proviennent d’une (CTRL & Jour 11) & deux (Jour 21) expériences. CTRL = Contrbles non-
irradiés.
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Figure 13.1 Culture bactérienne sur de I’'agar-kamamycine de DH5a transformés avec les plasmides de
CELSR1-GFP murin et CELSR2-GFP murin

Les photos sont prises 24 heures aprés I'’ensemencement.
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Figure 13.2 Cellules HEK293T a la suite de la transfection des plasmides CELSR1/2-GFP murins

Photos prises avec un microscope a fluorescence NIKON.



