universit¢ | IN W oA e

A i i UNIVERSITE FACULTE DE
I | :
du Québec RE iz Clermont  asscne
scientifique Auve rgne \lermant Auvergne

Institut National de Recherche Scientifique Centre Armand-Frappier
Université Clermont Auvergne

VANGLZ2 EN SITUATION DE STRESS HEMATOLOGIQUE ET EN
CANCEROLOGIE

Par

Roxanne A. Gauthier

M®moire pr®sent® g@gadeide | 6obtention du
Malitre és Sciences (M.Sc.)
Malitrise en Sciencese X p®r i ment al es de |l a sant® de |

Master en Ingénierie de la santé profil Diagnosticb i o m®d i Inavérsité@ermorit Auvergne

Jury doé®valuati on

Président du jury et examinateur interne Simona Stager
Institut National de la Recherche
Scientifigue Centre Armand-Frappier

Examinateur externe Paula Michea Veloso
Centre de Recherche en Cancérologie de
Marseille

Directeur de recherche Krista Heinonen

Institut National de la Recherche
Scientifiqgue Centre Armand-Frappier

Co-directeur de recherche Mahchid Bamdad
Université Clermont Auvergne

© Droits réservés de Roxanne A. Gauthier, décembre 2023



REMERCIEMENTS

Jb6bai merais tout ddbabord remercier tous | es membr e
ce

®val uation de m®moi r e.

(@)

Jeremercie égalementma di rectrice de recherche Kedassoa Hei no

®qui pe. Mer ci ddébavoir cru en moi et de mbéavoir di
méavoir guid®e tout au |l ong de mon parcour s. Mer ¢
Je remercie Sarah Boual i, maedésamonarivée. Mercipoarlte SRS, qu
nombreux conseils et tout ce que tu mbéas appris.

Un immense merci a Roxann Hétu-Harbour pour sa patience avec moi et pour les trés
nombreuses prises de sang qubelle a effectoutr®es sur

ton aide au cours de ces années. Ta présence nous mangque.

Merci a mon copain, Hassan-l s ma % | Besbes, déavoir pris | e t e
personnali s® pour | 6analyse des donn®es du FACS ¢
travail. Sanst oi , j e nbédaurais jamais pu compl ® er ma mai' t
mor al gui méa ®t ® plus qudessenti el

Je remercie Jessy Trembl ay, l e responsable de 1| a

pour son aide et ses précieux conseils.

Je remercie tous les employés du Laboratoire national de biologie expérimentale pour les soins

accordés a mes souris.

Je remercie ®galement | es autres ®tudiant-Bai qui m o
Nguyen pour ses conseils avec mes souris, pour | e
avoir ®t ® pr°t ° mdai der en c aes CdagmalseudanietiargoMer ci &
Boizard, pour votre bonne humeur dans | e bureau

longues journées.

Je remercie mes co-directrices de mon cursus universitaire en France, Mahchid Bamdad et
Emmanuel l e Mounes®uectdieomdbd@e opour ce double dipl?

| 6opportunit® de venir ®tudier en France.

Je remercie Jean-P a u | Borg de mdéavoir accueillie dans son

|l a recherche en canc®rol ogi et. dMe rntbia vdodiarv caiirn sviu fnao



Un i mmense merci " Al exandra Walton, ma supervise
qui a tout fait pour que je puisse avoir une f or mi

appris.

Merci a Sylvie Marchettode mdéavoir accuei BUCREMat sd anomé aaaux ii rv ®en i

bases de la culture cellulaire.

Merci a Avais pour ces cellules et ses conseils tout au long de mon stage en France. Sans toi,

j6aurais ®t ® perdue au | abasmesitcaniagiecex. Mer ci pour to

Merci a Rania pour ces cellules et son expertise sur les MCF7. Merci également pour toute ton

aide avec le microscope a fluorescence.

Je remercie tous les autres stagiaires, Zinedine, Louis, Giulia,de | 6 ®qui pe Pol ari sat:.
signalisation etcancerdu CRCMpour vos conseils et votre bonne ht
tous ces moments avec moi. Un merci tout sp®ci al

stagiaire et de mdéavoir ai d®e dans | ess jounées puwiaieat tété o n s . S

particulierement longues.

Mer ci 7 | (bBReenporp Rrincdten, USA de nous avoir envoye leurs plasmides Celsrl/2-

GFP qui nous ont été si utiles lors de mon stage en France.

Merci a mes parentspour t out |l eur support mor al mqgimisgietl s mdo

merci a ma meilleure amie, Amélie,d e mé av oi r aawmnoeole medleu®e moi-méme.



AVANT-PROPOS

La r®daction de ce e®adi ¢ ed s 0li aiglancatorn ehtcedaemaityise

en Sci ences exp®ri mentales o eCentte aArmand-Rrap@ier Hamté | 6 1 NR S
Biotechnologies (Québec, Canada) et le Master d lagénierie de la santé, parcours diagnostic

bi om®di cal de | 0 WAavergne (Fance). @ esCdsidtatsnpeesentés ci-apres sont

donc le fruit de deux recherches distinctes portant toutes les deux sur VANGL?2.

VANGL2 est une protéine membranaire faisant partie de la voie de signalisation WNT/PCP.
Loexpr es\ang2rou \AABIGL2 estessent i el |l e ~ | a slupewmetenede | Oe
organisatonde | 6ori entati on des etplasielruphénatypes normauxnét me t i s
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, s on r 11 e daonexteddautr e

reste encore a déterminer.

Plus particuliérement, le role de VANGL2 dans les cellules hématopoiétiquesn Gjaus qu 6~ pr ®s er
jamais été étudié, a notre connaissance, par un autre laboratoire que celui de Krista Heinonen,

PhD. Cbébest donc ai n gravailgrsw VANGLR2 murin. hanpremiare pRrtie'de ce

mémoire relate mes expériences effectuées™ | 61 NRS sous | @HemangneRowri si on

une dur ®e totalisant wun an, jrélealé VANGLA dapsildrépEe ©~ d ®t e
de | 6h®matopopy se 7 | a-daei(Rariel)d bune i rradiation so
Egalement, l ors de mes ®tudes effect u®desplusieursmdisaunce, | (
Centre de Recherche en Cancérologie de Mar seill e sous | a supervisio
Lors de ce stage, j 6 ai quircacemdientlVEANGE2y mais jelme suisd 6 un p

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)l or s de | 6 humexks voigs dgsigralsation
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
role de VANGL2dans son environnement natif Ilebdaslesdune r
progéniteurs myéloides. Not r e hypoth se est ANGlRela remidesde n c e de
| 6h®mat op perturlde,asepmpagn®e doéune di nbessourisdetypede pl a
sauvage et Vangl2®’ furent irradiées 84,5Gy,af i n d dnismedswénotaxique 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
d®montrons gu b eANGL2us dregleenent &ge-dépendant de la prolifération des
HSPC méne a une perte de leur réserve a long-terme, ac c 0 mpuneg haB®sse ddés
progéniteurs érythro-mégacaryocytaires dans les organes hématopoiétiques 11 jours aprés
I 6i r r aN®treaecherche 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, unsoust ype de cancer du sein tr s agr
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 dbéactivation de CELSR2 est actuel | éateet peu
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

| 6expression prot® que de CELSR2 dans diff®rentes
l 6influence du ni veau dobéexpression de CELSR2 sul
| 6organi sation des jonctions ~° |l a suite de Il a dim
mis en ®vidence. Les r®sultats de cette ®tude pl
situation pour ®valuer | e rtile d eCELSR2LdaR 2la et de

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
hemat opoi eti c c elslhighly expressed inhHSRQ) dnd 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 Vangl2¥®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 $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



PART Il

Knowledge of WNT/PCP pathwayd s a ct and dstinvalvement 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 internshiyp was t
and independently of VANGLZ2. In this study, it was possible to observe CE L S R théntrane
localization in the MCF7 lineage, to compare CE L S R Prétein expression in different breast
cancer cells and to evaluatet he i nfl uence of CELSR206s Il evel of e)
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.

1 néy a aucune r®plication, a u c Geat éat guiescentsdeso

n
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CSH est atteint aprés la naissance (Bowie et al., 2006) e t per met de pr®venir

cellulaire et une sénescence prématurée (Pietras et al., 2011). Ces CSH quiescentes a long terme
(LT-CSH) o n t une haut e -renaydement & cothidosenttaiosi 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 etal.,,2008). é | 6 ®t at p h yntéd ded cellglds gangriines $oat pradaites par
une minorité de CSH g u i ont une capacit® de division-
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).

Dur ant | 6 h®ma€Shpvonut s@édabloersd se di ff® rencier
(Multipotent progenitor cells) (MPP). Les MPP n 6 ocapacité di & a-ueteavellement
(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 parlaprésencedel 6 anti g ne 1 d e &tenceell ahtigadn @)$SCA-b) etdd e s

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 possédent une

certaine hétérogénéité au niveau de leurs marqueurs de surfaces représentant un biais dans leur
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différenciation (Tableau 1.1), b i e n soignu éni nhesure 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 ®t ude a dbéaill eurs d®montr ® que

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 | e s pl us indi ff®renci ®es. Pourtant
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
d®montr ® qtedmeburealescorsoarnmer 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;

| e s
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Psaila & Mead, 2019). Cette proportion de LT-CSH avec un biais pour les MKP augmenterait avec
| 6 @@ekas & 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 alaCSH-méreou pl us g®n®r al ement, 7 | 6®t 3
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
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Pre-GMP CLP
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Figure 1.1 Différenciation des cellules progénitrices et leur biais.

LoO®paisseur des fl ches indique | a s asutvegdtte tiredtiontdans tkers cel | ul
différentiation, adapté de Pietras etal.,2015.Fi gure cr ®®e ~ | 6aide de smart.servier.



CSH CSH CSH
9 )

N\ 7N\

MPP CSH CSH CSH
= ‘ :
Y L) L ) L )
Figure 1.2 Division asymétrique polarisée des CSH.
Au centre, il est possible de voir ladivision des CSH™ | &h@méadtatique. Une CSH produit une nouvelle CSH

et une MPP qui devient une cellule différenciée du sang. A gauche, le modele de division permet de produire
des cellules du sang plus rapidement. A droite, le modéle de division permet une prolifération des CSH. Figure
cr ®®e "  bnbad.sedveer.com

1.1.1 Hématopoiese embryonnaireetf Tt al e

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

per met l a production doé®r yt hmpré-mactoghages gdie m®g@ad a rpyac
doéi nter m®di ai @uenstaln 20t6y Mackgeuak, 2021; Yamane, 2018). Les cellules

hémat opopu®ti ques ne proviennent pas de | a diff ®r en
plutét dé6 h ®nmgiablastes 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

| 6humain dans | a r ®ggomades-reésoméplyas (AGH)i DeeCSH mmatwres

sont produites dans | 6AGM et subiront une s®rie
h®&mat opou®ti que. Ces CSH vont otweelles devigndrontadesgCSle r v er s
matures capables de se différencier en toutes les cellules hématopoiétiques matures et qui

poss dent une <capacit® de r.&doensftoiitsutdams dldas nf il
popul ation de CSH matures va rapi de méhénatoporesendr e d e
définitive (Ciriza et al.,, 2013; Mack et al.,, 2021). L' h®mat opop se fiangl e se
majoritairementd ans | e ,f ol iee soif gpssidlé de détecter des CSH actives dans la

rate f 1t &Joa enbryonnhife 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 cl? @@ émbeannaire de la souris g u ehéniatbpoiese

débute dans la moelle (Christensen et al., 2004; Ciriza et al., 2013), ou a la 12® semaine post-
concepti on c(@Gharbordlettah, U9BE.i n



Lors de | 6h®matopoqufoe ef Ttialae, elt e sl sddtpithcipalenmeht] e 0SS
actives et en état de prolifération afin de permettre une production sanguine qui convient aux
besoins grandslsG®&tnat dactfiift udes CSH est maidat enu afg
4 semaines chez les souris avant de brusquement devenir quiescent (Bowie et al., 2006). Chez

I 6 h u mette mansitian 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

f T tesmpar leur état de quiescence. Cet état de quiescence permet de prévenir la sénescence

parl 6 ®pui sement , mai s ®gal ement de prot®ger | es CSI
dommages caus®s par desoxgenp (ROL),smais @alament paede lade | 6
radiation (Singh et al.,, 2020). Les CSH quiescentes peuvent malgré tout accumuler des
dommages a leur ADN, mais sonten mesuredé act i ver | es m®cani smes de r

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 externespeuventi nf | uencer | a pr ®sence
de symétrie lors de la division des CSH, commel|l a pr ®sence doéi nfecéalaon ou
niche hématopoiétique (Inra et al., 2015; Oguro et al., 2017), un facteur intrinseque important a

consi d®rer est | 6©0ge des CSH. Effectivement, de | ¢
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 polarit® est d @DE42 (Flodiab et alg p0&8),t at i on
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



mi croenvironnement se retrouve dans t ouxsrégiomss o0s, P
proxi mal es des o0s atubenu® Scatidenz2016 h u ma i n

Dans la niche hématopoiétique, il est possible de retrouver des facteurs de croissance et des
interactions complexes entre les cellules qui régulent étroitement | hématopoiése, 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 | 6endost®um, on retrouve | a niche endost®al e e

0s, on retrouve la niche périvasculaire.

1.2.1 Niche endostéale

La niche endostéale hématopoiétique est un microenvironnement spécialisé situé a la surface de
| 6endodsamum 6o0s (Askmybaal u2D08;iMordason & Scadden, 2014). Composée
d6 o st ®o bdl baosstt e®s0,c | a st e s laaithe eahdostéale @ffoe airy umpart, physique et
fournit des signaux moléculaires nécessaires au maintien et a la régulation des CSH. La niche
endostéale est particulierement importante pour le maintendesCSH.La pr ®s ence do6ost ®o0
est essentielle afin de maintenirles ¢ a p a c i-rer®uvellérent ¢t de quiescence des LT-CSH
chez la souris (Bowers et al., 2015). Plus encore, certaines études tendent a démontrer que la

|l ocalisation des CSH dans |l a moell e 0osseuse pourrtr
Ef fectivement, “  splaatation uWé theelle dwsseusege lestCSH Be retrouvent
principal ement N proximit® de | 6endost ®um, COomp e

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). LaTPO peut ®gal ement favoriser
afin de promouvoir leur auto-renouvellement et leur expansionencasdestre s s, comme | or s ¢
transplantation (Fox et al., 2002). Les ostéoblastes lient également les CSH en exprimant de

| afgiopoiétine-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 | a moel |l e (Arabeta. RB04). Lés ostémblastesi t e d 6 L
expriment ®gal ement de | d& dier tle® dCiotd wia lewr eb-intgguirie. per me
L6ost ®opontine agit comme un r®gul ateur n®gatif d

limiter leur expansion dans la moelle osseuse (Nilsson et al., 2005; Stier et al., 2005).

10



De plus, les ostéoblastes sécrétent divers facteurs de croissance et de signalisation qui sont
essenti el s iése romdnhle® doattlaopptEine morphogénique osseuse 4 (BMP-4). En
absence de BMP-4, le nombre de cellules LSK dans la moelle osseuse est grandement réduit et

|l es CSH perdent I-renouvellamam. dacpréseice detB&MB-4 dans la niche est

également essentielle pour permettre aux CSH de

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),soul evant | 6 hy migouent ursréle dans & mairdian xles 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
| 6 ex pr i me uostfaible niveau (Moirison & 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
déexpri mer des pr ot ®oiétine s(angidpeietintlike ppeoteing)n (ANGPPL).
Contrairement aux ANGP, les ANGPTL ne lient pas TIE-1 ou TIE-2. Parmi ces différentes
prot ®i nes, | 6n& NaB ST delliles enxdpthiéliales 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 d6i nhi ber | 6 XKlA2, e sdcsamotn |déei mportance a ®t ® di
(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)

®t ant donn® qudils se situent eux auensdeCXCk4d s des
(Bruns et al., 2014) et de TGF-b 1(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-myélinisée s sont ®gal ement en resiuraectd dactciovnetrr i
aussi a la quiescence des CSH (Yamazaki et al.,, 2011). Cependant, e n cas ddéabl at
hématopoiétique et de dommages a la niche endostéale, les mégacaryocytes ont la capacité
débaugment er | e fadteurd®aoissance derfibrablaste 1 (fibroblast growth factor)

(FGPH qui permet de reg®n®rer | 6endost®um et dbéaugme
(Yoon et al., 2017; Zhao et al., 2012). Le FGF-1 est alors sécrété en plus grande quantité que le

TGF-b 1 Ceci indique 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,

l a quantit® dbéadi pocytes dansl|l & asuioteé | d &fimdes e us e a G

stimuler | 6 h®mat op o |[CFspermettamt aissPla re@nsttution del l|a mdelle
osseuse (Zhou etal.,, 2017).L6adi ponectine, ®gal ement s®cr ®t ®e p
prolifération des CSH (DiMascio et al.,, 2007). Cependant , | 6accumul ation dbo
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moelle osseusei mpacte pl ut?tt n®gati vement | 6h®mat opopu s
peut se produire | ors dé& maisiestégaldment ratarellenment présented e | d ok
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 posi t i v e mexprassionp gerPax8 ét

négativement p a rexpresgion 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

intrins ques, comme <coOest Il e c W pgp BuHSPQ adin de ®cr ®t i
promouvoir leur auto-renouvellement chez la souris (Hetu-Arbour et al., 2021).L6i mpor t ance d
prot ® nes WNT dans | 6h®mat opopuy se esltb5ldaocieant age
WNT/PCP dans les cellules hématopoiétiques.

1.2.4 Hématopoiése extra-médullaire, thymopoiéseet h®mat opopu se dobéurg

Bien que la niche hématopoiétique se retrouve principalement dans la moelle osseuse,c e n b e st
pas le seul organe hématopoiétique. L or Bégatepoidsedba | i eu ~ | dext ®rieur
osseuse, 0 n heraatopogese &xtra-méslullaiteéd L 6 h ® mat o p oqmédsllaire sex t r a
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. Tou't déabord, | es C épithélialese st strematt® t h ®1 i a
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 promouvaoir 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 | &ématapgoiése selprdduit dans la pulpe rouge, ou se retrouvent des sinusoides dont

les cellules endothéliales expriment SCF. I est ®gal ement dgsadides bl e do
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stromales exprimant CXCL12 (Inraetal.,,2015).é | 6 ®t at h o meMatopdicaadelgnate , | 6
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

ainsil a part i cudpréractivé@s ».dBieri que ¢a transition G1/S est inhibée | 6 ®t at
homéostatique et régulée par le géne de translocation myéloide 16 (MTG16), | e f ai t doé-°t
maj or i tai r e méupermettduttd®méme de@tili t er | 6encl anchement d
d 6 ur g enncasede stress (Coppin et al., 2018). Ceci fait de la rate le site principal de

| hématopoiese extra-m®d u | | ai r e(Crdné et al.g201v;,cKen, 2010; O'Neill et al., 2011).

L liématopoiese extra-médullaire prend donc d e | 6 alorp deecertains stress, par exemple
lors la destruction partielle de la moelle osseuse, en cas d @u simpemeni lors
doéi nsuffisance h®matoo o d@Btuingereg etoso2@seOguro et al.,
2017). La radiation est une cause connue de la destruction de la moelle osseuse (Neelis et al.,
1998; Till & McCulloch, 1961). é |l a suite dobune irradiati on, | es
proxi mit® deMdriéoa & Scadden®0ld; Pinho & Frenette, 2019) et des artérioles

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

Le systéme hématopoiétiguee st | e pl us s e ns ihdzlegrongeuds,des preameerd i at i on
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 peuventengendrerd es dommages ~ | 6 ADN, dont des ca:
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 16 i rradi ati on totale ° des dose
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
semainesapr s | 0 {Hemya&dArcangeli,@0R1). L6i rradi ati on peut ®gale
des dommages permanents a la niche hématopoiétique, ce qui influencera la différenciation des

HSPC par la suite (Dominici et al., 2009).

De plus, | a t hr omb o ciryadiaign Pauti se révéler martells. Effettieemeahtela | 6

radiation peut ®gal ement provoquer de lebil andtd démmonteétqueo n g ®n (
| 6absence de pl anflammedidnengne @ une kémarage §Goerge et al., 2008).

Lex position " des rayons X est doéail |l e@aclkson®@tssoci ®e
al., 1952). De plus, i | a ®t ® propos® que | a t honestbexcellentop ®ni e
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 mégacaryopoiesee st | e processus de maturation des m®ga
de plaquettes. Co mme | 6ensembl e des cellul es h®mat opop¢
proviennentdeladi f f ®r enci ati on et de | a maturation doéune
déaccumul er de | 6ADN dans | eur noyau via une forn

Lors de ce phénomeéne, la cellule débute la mitose et réplique ses chromosomes a la phase S. La
cellule continue ensuite | e prooésses dadrbamami des
seront séparés, mais ne migreront pas a des pbles séparésde lacellulequin 8 ent amer a |j amai
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 drét 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

| 6avor t e mg@adiérese differé 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-H1est i nhi b®, emp ° ¢ h anLorsdué la pldidiev at i on
des mégacaryocytes est supérieure a 4N, le GEF inhibé est plutbt | epithelial cell transforming 2

(ECT2) , i nhi bant encor e une (Ghooet a., 2018)alcd e rnvchd rseodno sdee R
répétée a de nombreuses reprises,f or mant ainsi des m®gacartydéscyt es ¢

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 gr ossi ssent "’ chaque et®p ®t i t i
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 fragmenters ous | 6ef f et du flux sang
(Machlus & Italiano, 2013).

La formation des pro-plaquettes est un phénomene finement régulé. Une stimulation par de la

TPO permet dobéactiver |l a signali sat satonduRdinpléxe CDC4 2
formé de megakaryoblastic leukemia 1 (MKL1) et de serum response factor (SRF) vers le noyau.

MKL1/ SRF permet alors | 6expressi on-plajaectteg (Gilesst r el at i
al., 2009; Heib et al., 2021; Smithetal.,, 2013). D6 aut res facteurs de transcr|
essentiels a la formation des pro-plaquettes. Le facteur de transcription érythroide GATA-1 permet

d 6 i n daxprasson deda 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 b 1Tubuline, 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
| 6expression de f acimgiquéssdans la madturation slas rmégacaryaryies
(Macaulay et al., 2013).Vue | 6i mportance deNTldansi gal®madtoipomu d
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 mor phog nes et proviennen
oncogéne.Lenom«Wnté pr ovi ent doéune comsduiavagnt étagentdohreés d e ux n
pour le méme géne. Certains scientifiques avaient initialement d ® c ouv er t guben abse
g ne et des pr ot ®idireocss ogpuhdiill e st rsaonnstc Ca @pecautlopesdice s d 6 a i
nommeé Wingless (Wg). Quelgques années plus tard, un autre groupe de chercheurs ont
« découvert » un nouveau proto-oncog ne qudi llrgegrationtl (Im-b).mioréyse 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

renomméWnt-1, t out comme | es pKpta®@R01h)es qubdil transcrit

Il existe plusieurs voies de signalisation WNT. La plus connue est la voie de signalisation

canoniqgue nommée WNT/ f& at ®ni ne, qui , c omme s o retahiligation de6 i ndi gt
la b-caténine. Elle implique principalement les ligands WNT2, WNT3, WNT3a, WNT4 et WNT8a.

Les voies de signalisation non-canoniqguesde WNTs ont principal ement -d®cr it
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-cat ®ni ne, bien qudil exi ste des exceptions qui S
méne plutétaléi nhi bi ti on de | a v o i-canomicues cegroupenteeux Sous-s VvV 0 i € S
catégories : la voie WNT calcium-dépendante (WNT/Ca?*) et la voie de la polarité cellulaire

planaire (PCP).

1.4.1 Lasignalisation canonique WNT/ {ftaténine

L a -c&ténine murine est une protéine codée par le gene Ctnnbl et est impliquée dans la voie de

signalisation canonique de WNT. Lavoie WNT/ ft at ®ni ne per met |laécafenmai mul at i
dans la cellule avant son entrée dans le noyau (Figure 1.3). En absence de WNT, [-caténime

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 ad®nomateuse du coli (APC), Ilceeomplexe cas ®i n
de destruction s e | i e-caténiné, guis (GSK3 e t C Khbdphorylent | a-cafénine. Cette
phosphorylation favorise son interaction avec la b-transducin-repeati containing protein ( frCP)

gui ubi q4dténimenGepehdant, 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 | Riree du complexe de destruction, le relocalisant ainsi a la membrane, empéchant ainsi

le complexe de destructiond 6 u b i g u i-caténme(Liu et &b, 2G22; Moon, 2005). Plus encore,

|l a prot® ne p300 est ®galRe3teanfti ne nd dnaerspu ri ef inder a cs@&t ysl
favoriser le recrutement de DVL et axine. L a -clat ®n i naecunwule danssledcytoplasme sera

par la suite acétylée par une protéine liant les CREB (CREB-binding protein) (CBP), p300 et le
facteur doéass o¢PCAF)ccegunndd@rddarapstboGation au noyau (You etal., 2022).

Une f oi s dan s-catérine délogera les historees déacétylases (HDAC) qui sont liées

au complexe de transcription formé du facteur de cellule T (T cell factor) (TCF) ou au facteur

déampl i fi cat iLgmphoid gnmgndeo facto® (LEF). Les protéines HDAC inhibent
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| 6ac®t yl ati on d agissert comie dee epre8studs de la transcription (Ng &
Littman, 2016). La | i ai s on s u b-sa@nine & MTCFAEFdermdt de rebruter CBP et
p300 qui acétyleront les histones 3/4 permettant ainsi au TCF/LEF de transcrire les génes cibles

d e lcaénibe (Hecht et al., 2000).

le FZD

(P B-Caténine ( B-TrCP

("p3oo ) (_PcaF) (_cBP )

A\ J

®.
R
Q S B-Caténine

CBP

B-Caténine )

Transcription
® ® |"

;. V7Y,

(rorner) @

Figure 1.3 Représentation de la signalisation WNT/b-caténine

La partie de gauche delafigures c h®mat i se | a d e-saténineceh absencedes ligamds WNT. L-a b

caténine est phosphorylée et ubiquitinée par le complexe de dégradation et sers ensuite lysée par le

prot ®as ome. La partie de droite -catéhi@noashuedes liganisa\WNTwseliehtat i on de
aux corécepteurs LRP et FZD.Lecomplexede d®gr adation est inhib® et, une fois s
b-caténine est transloquée au noyau.Fi gure cr ®®e ~ | d6aide de Bi oRender.com Pr el

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®* entr ai ne | 6 a kinasev at i

calmoduline-dépendante Il (CaMKIl) et la calcineurine. La CaMKII phosphoryle et active différents

facteurs de transcr i ptéguemdes pdooensus ctllHardd tels tque fpae u t

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.
L6augment atifazilte édademe@tala liaison de DAG a la protéine kinase C (PKC),
per mettant ainsi son activation. La PKC est
transcripti on cAMPaeBponsd ele@dRttbiBding protein) (De, 2011; Rogan et al.,
2019).La PKC est ®gal ement en mesure dbéactiver |
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

af i n gmahtéehnent la forme tissulaire requise et leurs fonctions. Il existe deux types de

polarisation des cellules: |l a pol ari sat i o-lbasalse¢ peospendiculdira xetela a p i

polarisation planaire cellulaire (PCP) (Devenport, 2014). Dans la voie WNT/PCP, les ligands WNT
les plus communs sont WNT5a et WNT11.

LaPCP a do6abor dedhdz@drds@pbile grace & des mutations sur Frizzled (Fzd), un
récepteur membranaire, et Dishevelled (Dvl), un médiateur intracellulaire de Fzd, qui perturbérent
| 6 or i edastpails 6t 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 | 6activation de | aNNhaanrécepR@P

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 drosop h'i | e, alors quoéil s (Evwen-Gampeneta.pur

2020; Roszko et al., 2009; Yu et al., 2020). De plus récentes études chez les vertébrés ont montré
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gue des mutationsdansFZDet dbéautres composants primordi
au niveau du tube neural et des anomalies au niveau de la position des poils. Un fait intéressant
est que | a per ¢lavod @CPnindue pamua knock aut (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). Léact i Whmeéne a und eascéle de

signalisaton qui se ter mi ne av e derniindlelenase NK) au denla vdidde n e

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
gr ©ce " | 6i nt er a ckinase consehe etdeaomaideoPiDA de ID¥L (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

auxXx

son tour PKCU1. LRACIcPoKntpll 1e xees tP T&KI70r s en mesur e

membrane, bien que le processus exact demeure encore a élucider. Le recrutement de DVL a la
membr ane vi a R AsEehtielrafaeignalisafioa du complexe PTK7-FZD7-DVL, mais

pourrait étre redondant a un autre mécanisme de recrutement (Wehner et al., 2011). PT K7 nbée st

donc pas essentiel pour la localisation de DVL a la membrane (Lee et al., 2012). La cascade de

signalisation intracellul aire de GEpekdantnedligads p as

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
WN T Ecéténine 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 vert®br ®s, mai s pas chez | a dr os oTKhchézdes

vertébrés mene a la perte de la PCP, résultant en des anomalies de | etabryon, dont des défauts
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dutube neural,etr estr ei nt | 6-catérfine (Hayesietaln 20d3¢ Petadriryibet 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

| 6 o mmaet ded podls 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). Vangl KO est | ®t al p o uermetutee mbr y o
incomplete du tube neural (Zhang et al., 2022). Dans les cas de Vangll KO ou de mutations,

| ethbryon demeure viable, mais aura un phénotype semblable a celui observé chez des Vangl2

mutants, mais a un moindre degré. Il est, entre autres,possi bl e ddéobserver des
neuralc h e z | &(Kihanmeaal.n2007) e t une alt®ration de | 6organi s
cochléaires chez la souris (Torban et al., 2008). Pour étre exporté a la membrane plasmique,

VANGL2 doit étre phosphorylé par CK1i /. (Bans 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 quéi | n iggnd exiracellukaire cannu 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) & la membrane. Ces complexes sont en mesure de recruter CK1i / 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

égalementd 6ampl i fier | i nt er aci /i (Bang et al.; 20%7). GepeNdant,2 et C
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

dbaction exact west 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™ f act eur ®DMWHhdebi t i on

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( Cadher i n EGF LAG seven passdeG type
flamingo (fmi) d®couvert c fmepovoque ung déssganisationlde . Lébab
| 6ommati di e des y(@asxet all,e2602).nCher clds evartébrés, 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 (Choietal.,,2019). CELSR1 est capable doéinter
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).

22



PTK7

ROR
RYK

VANGL2

Réorganisation du cytosquelette

¥

Polarité

v

Figure 1.4 Représentation des protéines de la voie WNT/PCP dans les cellules épithéliales

de | a figure
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et ala polarisation des cellules épithéliales. La polarisation est observable dans la partie inférieure de la figure.
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1.5 Lavoie WNT/PCP dans les cellules hématopoiétiques

Comme mentionn® pr ®c ®d e mme MNIT/PCPlpér arcréceptewr FZDonned e | a
g®n ®r al ement ° | 6act i v alavoie RHOIROCK (Heinanenietal., POLK, ou de
LaMonica et al., 2009; Yamanaka et al., 2002). Trés peu est connu sur la voie ROCK dans les

cellules hématopoiétiques et une revue compléte a été publiée sur le sujet (Mali et al., 2014).

JNK posseéde trois isoformes (Davis, 2000) et est capable de phosphoryleretder ®g ul er | dact i
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). C6 est ®g a pointde contrélel adé pour la transition G2/M (Cosolo

et al., 2019; Gutierrez et al., 2010).

Léactivation de JNK p éDavs, 2808) oti parides &STRases, cothraescell®sA P K

de la famille Rho: RHO, RAC et CDC42 quiper mett ent |l 6organi sation et
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 uneréponse ~ | a sui te
stress (Cosolo et al., 2019; Gutierrez et al., 2010; Kiefer et al., 1996) et est capabl e dobal
phase G2 en cas de dommages “CDC25 DOg€lo enl, 20Bdui sant
Gutierrez et al., 2010), qui activerait normalement CDK1 (Liu et al., 2018). Cdc25 est une cible de

la b-caténine,dont | 6i ndi bitaom®chunt i onCDEL2 (MadirezFomtets si on
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 aug me (Heiaonen etlald a0ll). FZD6 =& également capable de

réguler le regroupement de CDC42 et ainsi la signalisation CDC42/IJNK afin de promouvoir le
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A

renouvellement des CSH et leur multiplication post-stress (Abidin et al., 2015). Invitro,| 6 i nhi bi t i o
de JIJNK promeut GSBetanmpdn diicen ldkausy s ¢ apiecetal®8019 6°tr e
Xie et al., 2022). Enf ai t , l i nhi bition d&SHd&@Ge wtori er JAN&Kn e mpa& ch
ducycl e cel l ul aire et pr ome wdanoueeilement (Xid ehal., @aR22).dlest ence e
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 6i d e quelestlé facteur déterminant.

Dans les CSH humaines et murin e s | 6 a@DC42waguleRle viedissement des cellules

souches dans lamoelle osseuseeta u g me nt e aAmmah etlalg ZD@2eFlorian et al., 2012).

Une augmentation de CDC42 méne a une dérégulation du phénotype sanguin : apparition
déan®miaammgment ati on dbéapoptose JNK danci tlRess dHSRQG
greffées (Wang et al.,, 2006a). Les j eunes souris ayant eu une aug
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 etal., 2012). L6 augment at i onCDEC& mengact i vi |
également a une dépolarisationdesCSH, ce qui est nor mal ement associ
CDC42 dans des CSH agées permet de retirer le biais myéloide, redonne un phénotype polarisé

aux cellul es et augme n tAeH4K16, cammede queestobsendlalecclier vy | at i o
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°Pt et | 6 a u g mdMnct Getdéraglement €u cycle cellulaire était également
accompagn® doune rcRade greffonades C8H(Yanget at.,2Q03).

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 contrbles. Alorsq u e | 6 adb\WNTBac e

m ne © | 6i nhi bi-apoptotiquedBAX € ta ca legume rptreo | 6CGLR (Limmngsets i on d e
al., 2007), la surexpression de WNT5 in vitro dans les thymocytes doubles positifs inhibel d act i vi t ®
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), i ndui sant ainsi davantage dobapoj
(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).
Léaugment at i onLMPPbdamsrlav iBoelle dsseuse 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 égalemental 6 augment ati on de |Genkbpr essi c
(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). L6 ensembl e de <ces d
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 | or(ldoudeawet &., 2616)sBans danvoiecWNIT/PAPr e

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 | 6activit® des caspases 3/ 7, conf ®rant un |
en diminuant leur apoptose a la suite de traitement a la doxorubicine (Prebet et al., 2010).
Ensembl e, ces r®sultats indiguent NTIPEP,dsflagsdcié | or s gt

a des signaux prolifératifs.

Bien que de nombreux travaux ont été effectués sur VANGL2 dans les cellules épithéliales et
neurales, tr s peu dO6®tudes se sont consacr ®es su
La plus importante a ce sujet a démontré que VANGL?2 est essentiel afin de maintenir la réserve

murine de CSH et sonrenouvellement™ | a suite doOoune greffe. KBl us enc
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
augment ®e pour |etelludre pi6"Nt*2gRowvali ef al., 2622)cqui 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
®gal ement @ hoeetal.,|2@08).gCependant, 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,
| 6 arerowvellement 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 perdentl eur capacit® d
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 do6®tudier | 6®r yt hr.@quuaant, VANGL2dst folrteanert dxprimérdars p o u s e

les HSPC, mais également dans les mégacaryocytes.

Le but de ma recherche est donc de déterminer le réle de VANGL2 dans la reprise de
| 6h®mat opopy se ° | a suli@tealded unlebdiirrrraaddi iaattiioonn csaouussa

| 6ADN des HSPC, il peut y dlevauinon, niais €galem@mt ameat i on
réparation partielle.Celle-ci pourrait induire des mutations ~ | &
CSH (Meng et al., 2003; Shao et al., 2014). VANGL2 ndéa pas ®t ® ®tudi ® dan:
génot o Xi ques. Léhypoth se de r ec hAdGlhla remisetde qu 6 en

| 6h®mat opopu se ser a unpnoflammbl dd &euneosénessemde \aacrae des

HSPC ° | a suit ePludencork, @amme HANNGLR test 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- £Etudi er | ANSE2f smirt les gregénikeurs myéloides, particulierement sur les
progéniteurs érythro-mégacaryocytaires

-l dentifier I es m®ANGBGBLRs mes dbéaction de V
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Pour cela, des souris Vav-iCre*Vangl2'™/° (vVangl2®' YPqui 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 afinde suiviel a progression de |l a repri s
De plus, la rate et la moelle osseuse ont été extraites 11 joursou 2l joursapr s | 6.i rradi @
Les populations cellulaires de ces organes ont été analysées par cytométrie en flux afin de

d®t er miner si un profil cellulaire pr®domine apr
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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®* ouVangl2®™*af i n doéobtenir des \aogl2estabser des HSPO

(Vav-Cre+ Vangl2™/ (vangl2®’ et des souris contrdles (Vav-Cre- Vangl2** ou Vav-Cre-

nt

| e

Vangl2'°/°*) (WT). Les souris ont été irradiées @ 4,5 Gy (Gu et al., 2020)p ar | 6 RPp30@0r e i |

small animal X-ray irradiator (RadSource Technologies, Suwanee, GA). Toutes les souris ont été
®l ev®es dans un environnement st®rile de n
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 | a pr dprotocotes 2401-02ee240483).i ma u X

2.2 Cytométrie en flux

Pour | Btention 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 FACSavant Hr6dyw®e avec |
seringuede1 0 mL afin dbéen recueillir | es cell we

contenant du tampon FACS puis les échantillons de la rate et de la MO ont été comptés a

i veau

e

es.

| 6h®matim tre. Les ®chantill ons de | 200xggpendante t

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 ¢ Lde sang a été pipeté dans un tube a cytometre et lysé grace a une

pi st
Le

de |

solution hypotonique (14 mM NH4CI ; 17 mM Tris-HCI, pH 7.6) j us qu 0l"06 ®ceh aghue | | on

presque transparent. La réaction a été arrétée avec 4 volumes de tampon FACS froid.
L6®chantil | on 200 @&tpéhdantdniinutesfad°’eC e 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 € g/ )mL



équivalent a celui des échantillons a été ajouté, " | 6exception du sang | ys®
eL de Fc bl ock conaxwainttr ®d éae fE&teR t weesulfacksp@ndarda 80q u a g e
minutes au noir sur glace (Tableau 2.1). Le tout a ensuite été lave. Si n®cessaire, I
secondaire a ®t® ajout® et | e tout incub® Pauur 20 m
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 pendantlanuita4°C.L6acqui sition des ®chantillons au c\
gr ©ce ° | 6appar e four lagrilon c@dtrieter(BDeBosciances, 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 1000e L avant | Oaaquigition murtes on. L6

échantillons a été réalisée a vitesse constante.

2.3 Culture cellulaire

Les suspensions cellulaires de la MO o n't ®t ® pr ®p aVBM Aife declmelogiesg | 6
contenant 10% Premium FBS (Wisent Bio Products, Saint-Bruno, QC, Canada). En utilisant une
seringuedont | 6ai gui I, leecellalsstont @ moiseses Gudure 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 (MethoCultE 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 compt ® e s apr s 14 jlescellslesddi ncul
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 bi direct noontraierel Lesatest®t ® ef f
statistiques ont été effectués sur GraphPad Prism 9. Aucunteststatist i que ndéa ®t ® ef fec

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 CD3s biotin 1250 . BP
o] Biosciences Biosciences
g cD3 U 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
@ 5 Biosciences
o o o L
52 Ter119 biotin 0625 . OO " cp3U  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 = 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 . B0 2 CD41 PE 0500 _ 5P
=" iosciences o Biosciences
£8 CD19 PE 0250 . BP & Streptavidin FITC 1250 . BD
S Biosciences Biosciences
>\_ O
=2 cD3U PECy7 0,500 eBioscience Fc Block Purifié 3333 BD
i iosciences
=0
=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 | 6h®mat opop Isfei nopnafangl ®neo nt r ¢
varie selon | 60ge des sour i soutssfemalassiBowmlueta. @22). obser v
Nous avons donc irradi® des sour i.finteenous dsbuees de di

dé°tre en mesure de Vi sual dassdes progégni@uremyélaides, lowess per t
avons choisi des gr oup e s3nbi3©gqeicareseond adirepeu pisdur t s de
doubledeladuréede vi e doun gl ¢MaruRuten & @raow, £958) gui dstra 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 | or s de | 6 ®t ud
| 6i mpact de VANGL2 mur i sded® riBouali et &., 2022)aNogsmvoasnt at i o n
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 |l a reconstitution h®matopd8W®ti que ~ | a sui:

AN 9
s & gL g

Avant 0 7 11 14 21
Irradiation
Jours >
Aprés Irradiation
Figure 3.1 Lignedutempsdes pr ®| ~ v e me ndessodris anadjiées e s

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 natifalasui t e d égénotoxigue.o.a MO de souris WT et de souris Vangl2®/ ®
a ®t ® r®colt®e apr s 11 | our $taledtlesgpppulatiens @llulaifeo ur s d o6
analysées par cytométrie en flux (Figure 3.2) afin de suivre la reprise hématopoiétique. Il est

possibledevoirqudéapr sdailr jadri at iVangl2® He 8 moissi@sembierst 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 6i rr adi détaleobes parmeasx 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).
Cependant, il est malgré tout possible de voir que les souris Vangl2®' fle 3 mois ont tendance a
avoir davantage de MPP2, dont le biais est érythro-mégacaryocytaires, au jour 11 et que cette

tendance séinverse au jour 21 (Figure 3.3 E)

Pour ce qui est des souris de 5 mois, les souris Vangl2®’' 8nt une augmentation significative de
la cellularité de leur MO par rapport au sourisWTdumémeéagel 1 j our s apr(Figurel 6i rr ac«
3.4 A). De plus, le nombre de LT-CSH Vangl2®' %®st lui aussi significativement plus élevé
comparativement a ce qui est observé chez les souris WT (Figure 3.4 C). 21 jours apres
| éadiation, 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®’ #le 5 mois a
plutdt tendance a étre inférieur a celui des souris WT (Figure 3.4 C). Plus encore, 21 jours aprés
| 6i r r aadquaatitéideGT,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-CSH1 1 j our s apr s | 6i Vange®i®ati on,

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

L @ugmentation du nombre de LT-CSH chez les souris Vangl2®’ fle 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 (Boualietal.,2022)et cb6est ®gal ement ce gque nhous avo
l a suite de-lélalé(Figured.8-3.4.A1 o8 i saopifiercet effdt @ge-dépendant,

nous avons utilisé des souris de 8 mois afin de vérifier la proliférationinvitro. Nous avons dodabc

confirmé que les souris Vangl2®’ e ce gr oupe niéydegentynetsndance & avoir

davantage de LT-CSH que | es souris WT 11 -étalei(Figure8pA). s | di r

Les cellules de la MO de souris de 3moisetde8moisont ®t ® r ®c ol t ®es 11 jour s

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

difféfrencen 6 a ®t ®enrceduiecon®@me 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. Cependa nt , | or squéon obser v

de cellules récoltées apres 15 jours de culture, il est possible de voir plusieurs variations. Les

HSPC Vangl2®’ fle 3 mois ont produit significativement davantage de GR1+ que les souris WT.

35



A » 5= D 5000 = WT3mois F 5 60~
e I3(:‘00:1 Y X
o _ Bl Vangl2=" 3 mois -
=3 4 81000 Lo "9 = 45
S S 4 K 220 g
QQ
el . e
2= 2- o - ©
g S 1- £ o 15—
2% $ :
0- 0 Z -
B eg‘ 200 3.5 60 —
x < s -~
< 150 ;_‘ 20 ; € I
3 @ o051 %
g 1004 I 03T =
o 3 0.2- & 20—
5 50 g 02 g
E © 0.1+ ﬁ 5
Z o 0.0 =1 0
C & 154 E £ s- G T 41+
X 3 3 i
o o
2 sl & = 4l
< 18 8 44 g 027
© - O 1
o 12 S 24 5 0.1+
g 0 ; ;
=] 0- Z - Z 0
z
15 100 — 40+
53 g 807 £ 304
$ 107 X 60 -
z i 2 2
8 54 a 407 g
: 10—
r g 20— -
0- 0- 0-
CTRL M 21 CTRL 11 21 CTRL 11 21
Jours Jours Jours
Figure 3.3 Analyse des HSPC Vangl|2®/ fle souris 3 mois
(A) LO6histogramme repr®sente |l e nombre de cell ul e-Gd,easns | a MO

histogrammes représentent les résultats quantitatifs des populations observées par cytométrie en flux a la

Figure 3.2. (C-G) LO6hi st ogr amprésentede nbrabue absolu de cette population cellulaire dans la

patte dbébune souris et | 6hi depogceatagmees HIPC Hansla popupatidh de rSK e

observée en (B). CTRL = Contréles non-irradiés. CTRL (n = 11 WT, n = 4 Vangl2®/YPJour 11 (n =10 WT,n =7
vangl2®/Y®Jour 21 (n=5WT,n=6Vangl2®’?Les donn®es proviennent ddéau moins troli
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Figure 3.4 Déréglement des HSPC Vangl2®’ e souris de 5 mois
(A) L6histogramme repr®sente | e nombre de cell ul e-Gd,asns | a MO

histogrammes représentent les résultats quantitatifs des populations observées par cytométrie en flux a la

Figure 3.2. (C-G) LOohi st ogr anprésendede norahuet absolu de cette population cellulaire dans la

patte dbébune souris et | dhistogramme du bas repr®sente | e pou
observée en (B). CTRL = Contréle pré-irradiation. CTRL (n =5 WT, n =2 Vangl2®/YPJour 11 (n =5WT,n =3

Vangl2®/)? Jour 21 (n = 3 WT, n = 3 Vangl2®/)® Les données des souris proviennent ddau moins deux
expériences(CTRL, Jour21), ~ | & e x ¢ e pGSH GTRL et dwsjouCIqui ne proviennent que d@ne.
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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 provenantde | a MO de souris irradi ®es 11 jour
des échantillons et ont été mise en culture dans du M3434. Les panneaux du haut représentent les souris agées
de 3 mois et |l es panneaux du bas, |l es souris ©g®es dbéau moi n:
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Figure 3.6 L 6 a b s e n AABIGLR augriWente 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 Vangl2®/ PLes
donn®es provi ennent (BiNombrede eatopi@rproduites @ar la mise en culture dans du M3434
de cellules de | a moelle osseuse de souris irradi ®es

des souris ©g®esstdegBammé sdetdt dhi e, des s outlLdasCFUHEBBY-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 Vangl2®/ 8 mois, n =3 WT 8 mois, n = 2 Vangl2?®’ 8 mois). Les
donn®es proviennent (@) aasmistogearmmmes rapmsestent 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 précédantlamiseenculture. L& hi st ogramme de gauche repr ®sen
stogram
le nombre total de cellules récoltées dans un plat Pétri,Les donn®es proviennent dobéune

de 3 moi s, | 6hi stogrammeouensr @y®espd®s8nmei seet | 6hi
des duplicatas ont été effectués.Les dupl i catas noomzt6Wramoi®hR6 VamgRP @mois,

n =6 WT 8 mois, n = 4 Vangl2®/ 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
cultiv®es proviennent de souris de 8 moi s, | 6augm
GR1+ Vangl2®’ ®st maintenue et celles observées pour les CD11b+ Vangl2®' fes monocytes

Vangl2®' %t les CD117+ Vangl2®' %e deviennent également. Il y également une hausse

significative du nombre de cellules de type cellule dendritique dans les plats Pétri. Les cellules

CD71+ Vangl2®' @ssociées aux globules rouges ont encore une forte tendance a la hausse

(Figure 3.6 C). Les progéniteurs Vangl2®’ #fle la MO semblent donc proliférer davantage que les

progéniteurs WT in vitro, augmentant ainsi la cellularité des colonies. Cette difféerences 6 amp | i f i e
avec | 6©ge des souri s.

3.2 Lesrates Vangl2® #ntdesnodules™ | a sui t e géehOtoximguest r es s

Lors du pr ® ~ v e noashadvonsdrénmrug agoeelss, rates Vangl2®' %résentent

plusieurs nodules, et ce, en plus grande quantité que les rates des souris WT (Figure 3.7 A). Des

nodules similaires avaient déja été observéssurde s rates de rats ° |l a suite
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 - | 6 ®t at h dOMNeid sttak, 12011) eteq tada suite de dommages
hématopoiétiques, un biais myéloide est nécessaire afin de permettre la récupération et la survie

de | ¢Prtras et al., 2015), il se peut que ces nodules représentent des amas de prolifération

de cellules myéloides. Plusencore,n ot r e ®qui pe avait pr® c®demment de
VANGL2 promeut les splénomégalies chez les souris de 18 mois (Bouali et al., 2022). Nous avons
doncv®rifi® |l a cellularit® de dléa nroatad idafs® nmha dodpoodus esr ev
extra-médullaire. Comme observé précédemment (Bouali et al.,, 2022), avant | 6irradiat

pas de différence entre les souris WT et les souris Vangl2®' @le 3 mois. Pour ce qui est des souris

de 5 mois, il est possible de voir une Vaagl@'&®nce dé
avant | 6irradiation. Cependant, 11 jours apr s | 06i
de 5 mois (Figure 3.7 B) . Lorsqgudéon effectue /Imassedalaiate,ilese!l | ul ar
possible de voir une augmentation chez les jeunes souris Vangl2® @ pr ~s 11 jour s, ce

pas observable chez les souris de 5 mois. Au contraire, ce ratio indique également une tendance
a la baisse dans les rates des souris de 5 mois Vangl2® 21 j ours apr s | @irradi
C). Ainsi, il semblerait que les nodules représentent une tentative de prolifération accrue des
précurseurs hématopoiétiques présents dans la rate des souris Vangl2®’ fle 3 mois et que ceci

est absent chez les souris Vangl2®’ #le 5 mois.
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Figure 3.7 Hématopoiése extra-médullaire chez les jeunes souris Vangl2®’ ®
(A) Rates de sourisde8mois21 jours apr s [éadler (B)aNdmbaetde ceHules danssla rate des

souris agées de 3 mois (gauche) et de 5 mois (droite). CTRL (n = 9 WT 3 mois, n = 3 Vangl2®’ 8 mois, n =5 WT
5mois, n =2 Vangl2®’ 8 mois), Jour 11 (n =9 WT 3 mois, n = 8 Vangl2®’ @ mois, n =5 WT 5 mois, n = 3 Vangl2®' ®
5 mois), Jour 21 (n =9 WT 3 mois, n = 8 Vangl2®/ 8 mois, n =3 WT 5 mois, n = 3 Vangl2®’ $ 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 Vangl2®/ 8 mois, n =5 WT 5 mois, n = 2 Vangl2®’ 8 mois), Jour 11 (n =9
WT 3 mois, n = 8 Vangl2®/ 8 mois, n =5 WT 5 mois, n = 3 Vangl2®’ 8 mois), Jour 21 (n =5 WT 3 mois, n =7
Vangl2®’ 8 mois, n = 3 WT 5 mois, n = 3 Vangl2®/ ® mois.) CTRL = Contr6le pré-irradiation. Les données
proviennentd dau moins deux exp®riences

3.3 Loabsenc &NGH2echeY 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 r egar AARGLR suelds tedlules plogénitrices 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 Vangl2®’ #lans 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®’ @e 3 mois maintiennent cette tendance au jour 21, alors que les
souris de 5 mois Vangl2®’ 8nt plut6t tendance & avoir moins de MPC dans leur MO 21 jours aprés

| 6i rradiation (Figure 3.10 A). Bien qubéaucune di ff
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dans la rate des souris, il est possible de voir que les Vangl2®’ #e 3 mois ont tendance & avoir
davantage de MPC que |l es souris WT du m°me ©ge, ¢c
mois. Plus encore, les souris Vangl2®' #e 5 mois ont en fait tendance a avoir un nombre réduit

de MPC dans leur rate par rapport aux sourisWTdum® me ©ge 21 jours apr s | 0i
3.11 A).

En regardant les différentes populations de MPC, il est possible de remarquer que 11 jours suivant

| 6i rradi at Vangi2? @d 3ensis et de 6 mdis®nt un nombre significativement plus élevé

de MkP que | es souris WTangleur MO Apees 2i fjoorsy pette hduése g e
dans |l a MO nobdest p | u & prapariion teeMkB dans lds iIME@ a tqujpers
tendance a étre plus élevée chez les souris Vangl2®' fle 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 Vangl2®' ®

(@)

de 3 mois a avoir davantage de Mk P que |l es WT 11 jours apr s |
tendance ne soit pas observable dans les rates des souris Vangl2®’ fle 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®’ @e 3 mois ont tendance & avoir
moins de MkP que | es WT et | eur proportioresMk P/ MPC
souris Vangl2®’ e 5 mois conservent, quant™ el | es , | 6 a u gopatiort MKP/MRCn  de | &
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® ®de 3 mois ont
significativement davantage de PreCFU-E dans | eur MO 11 jour4#talseui vant
et les souris Vangl2®’ fe 5 mois ont également une forte tendance similaire (Figure 3.10 D, E).

Dans la rate, les souris Vangl2®’ #le 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 ndest cemertesant pa
souris Vangl2®’ fle 5 mois qui ont plutét tendance & avoir un nombre réduit de PreCFU-E dans

leur rate 11 jours sui vant | 6i rradiati on. Cette -E@dencti on
significative au jour 21, tout comme le ratio PreCFU-E/MPC (Figure 3.11 E)

PourcequiestdesGMP, il est tout dobdébabord possible de voir
Vangl2®’ fle 3 mois ont un ratio GMP/MPC plus élevé dans leur MO que les souris WT du méme

age (Figure 3.10 F). Ceci nbavai't p algs de notreo prézédeRte &ude sul e v ®
VANGL2, q u i ne s peBchér isur lesppeogéniteurs myéloides (Bouali et al., 2022). Bien

que les souris Vangl2®’ #le 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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Figure 3.10 Variation des progéniteurs myéloides dans la moelle osseuse
y
(A) Les histogrammesr epr ®s entent | e nombre de MPC da flibiaHfémui®ladd une
suite de | 6i rlétadedliesa sours@géassala 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 de 5 mois (C, E, G). CTRL = Contrdle pré-irradiation.
i mdestqnoneparanmétriqu®s ul t at
Kolmogorov-Smirnov. CTRL (n = 11 WT 3 mois, n = 3 Vangl2®’ 8 mois, n =5 WT 5 mois, n = 2 Vangl2®’ 8 mois),
Jour 11 (n =7 WT 3 mois, n =5 Vangl2®/ 8 mois, n =5 WT 5 mois, n = 3 Vangl2®’ 8 mois), Jour 21 (n = 8 WT 3
mois, n = 7 Vangl2®’ 8 mois, n = 3 WT 5 mois, n = 3 Vangl2®’/ 8 mois). Les données des souris de 3 mois
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Figure 3.11 Variation des progéniteurs myéloides spléniques au jour 21

(A) Les histogrammes représentent le nombrede MPCdanslar at e ddéure |laowsmiid e de Foirradi e
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 Vangl2®’ 8 mois, n =3 WT 5 mois, n = 1 Vangl2®/ 8 mois), Jour 11 (n =7 WT 3

mois, n = 8 Vangl2®’ 8 mois, n =5 WT 5 mois, n = 3 Vangl2®’ 8 mois), Jour 21 (n =8 WT 3 mois, n =7 Vangl2®/ ®

3 mois, n =3 WT 5 mois,n =3 Vangl2®’ 8mois).Les donn®es des souris de 3 mois prov
expériences, celles de 5 mois proviennentd 6 un e ( C @drtexpédanmces.
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WTde5bmois ° | 6®t at hom®ostatiqgue (Figure 3.10 G).

concernant le ratio GMP/MPC de la MO des souris de 3 mois disparait (Figure 3.10 F). Pour ce
qui est des souri s les&ang2® nBoléessVT conaerBantdes GMPede la M@
séinverse. Al oangl2®g8vaentlteadsincezMiPe 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

sui vant ion Blisencadl le mtio GMP/MPC est significativement réduit dans la MO des

sourisVangl2®” #e 5 mois 21 jours suivant | 6é6irradiation (1}

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®' @le 5 mois (Figure 3.10 E, C). Pour ce

gui est des GMP dans |l a rate, aucune diff®rence n
et de 5 mois (Figure 3.11 F, G). L 6 e n s e mb | donnéke indeest que, dans la MO, il y a un
biais pour la lignée érythro-mégacaryocytaires lors de la production de cellules myéloides
Vangl2® ®l or s des premiers j 0 u pesmettaniu une araptde repbser r adi a-

hématopoiétique, mais que ce biaisn 6 est pas mai nt enu dansstdbsentt e mps .

des rates des souris Vangl2®' ®

34 RUNXIlb noéest pas responsabl e deVaig® @®r ®gul at i

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. Ce pendant , il néy avait
du nombre de PreMegE dans | a MO et dans | a
d @&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 MKkP, 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

aucune

rate

avons donc examiné|l 6 expression de CD34 " | eu(Figweudtl2M.ce par

Comme | 6i mANGE2 sdeembV e | us g udépendant, Bosiscavdns uliligéedes
souris de 3 mois et de 8 mois, en espérant obtenir une variation claire. Contrairement a ce qui a
été attendu, 11 jour s apr avaitludeirdductzon sigaificative me la proportipn da
PreMegE Vangl2®' 8pléniques positifs pour CD34 (Figure 3.12 B). Cette méme tendance était
également observée chez les PreMegE Vangl2®' 8pléniques de 8 mois (Figure 3.12 C). Aucune
différence statistiguement significative a été observée pour les PreMegE CD34+ dans la MO
(Annexe |, Figure 12.1D,E).L6augme nt at iVangl2®d@bservéd aufour 11 ne provient

donc pas dobébun 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 Léoexpression de RUNX1b est inchang®e en absen:
(A) Stratégie de sélection des PreMegE CD34+ dans la rate 11 j our s apr s | 0 tlétatea@®@)i ati on s
L6hi stogramme repr®sente | e pourcentage de PreMegE qui sont
3 mois 11 jours apr-JémlelCFRLr(mra2lWTa b £ B Wang@2®/(PJour 11 (n =4 WT, n =3
Vangl2%®/y?, Les donn®es proviennent doéune seule exp®rience. (C) L

PreMegE qui sont positifs pour CD34 dans |l a rate dé&abe. souri s |
(n=2WT,n=3Vangl2®’}»Les donn®es proviennent @PSwrpee rspeousliet ieoxnp @rdihei nscteo.g r

repr®sentant | 0expression de RUNXVahgl28d #e&moisdkjouts@kasuitedesouri s W
I 6i rradi alétalem Mucenocorstrole FMO effectué. Les échantillons proviennent tous de la méme

expérience et ont été analysés au FACS la méme journée. (E) L6hi stogramme repr®sente | e
dans les HSPC de la MO de souris agées de 8 mois irradiées 11 jours auparavant. Les données proviennent

déune seul e QGIRLp=Rontrélesmen-i rr adi ®s . L6hi stogramme en (B) indique

|l a suite doédun test de Wel ch.
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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

pr ®c ®demment ® ® d®montr ® que | 6exprinesgstdsamciécede CD3
al 6 act i UNXLb&Draper etBl., 2016). Plus encore, RUNX1/AML-1 est un régulateur négatif

de la quiescence des CSH (Ichikawa et al., 2008). Nous avons donc ®mi s | ot
absence de VANGL2, RUNX1 sdaccumul e dans | es HSPC, menant
®ventuell ement , m ne ensuite 7 | 6®puisement des C

jour 21 (Figure 3.3). Comme nous observons une modification de la proportion de PreMegE

CD34+, nous nous sommes concentréssur RUNX1b, dont | 6expr essassoniéedu pr or
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 cytom®trie en flux soéil y a \RAENXib (kigure 3.122D)g me nt at
Cependant, aucune différence statistiquement significative n était visible dans les HSPC de souris

agées de 8 mois (Figure 3.12E). RUNX1b nbéest donc pas responsable
nombre de MKP Vangl2®' .®

3.5 Reconstitution partielle des populations de cellules matures chez les souris
Vangl2®’ ® | a suite doundétalerr adi ati on sous

Par | a suite, afi nANGIE2 V ®rliaf isar gémiokibbmsardatmdtobationV

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

ddune r econst ilesceluiesomajorilagemenaprobiL@es 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®' flans la MO pour les souris de 5 mois (Figure 3.15 B) et dans la rate pour les souris de

3 mois (Figure 3.15A)21j our s apr s |-létale Poarcdte quitest das érghoosyses

matures,;aucune di ff®rence ndest observ®e chez |l es sou

souris de 5 mois, bien que non statistiquement significatif, il est tout de méme possible de voir

une tendance ~ avoi NVang?ifans la MO &urjourt2h (Figueeydil®eDy. De

mani re similaire, aucune var i atvangl2P He d mastencei si bl e

qui concerne les plaquettes (Figure 3.15 E), mais leur nombre est significativement réduit dans la

49



MO des souris Vangl2®’ fle 5 mois 21 jours post-irradiation, avec une Iégére tendance similaire
dans la rate (Figure 3.15 F). Pour ce qui est des lymphocytes, encore une fois, aucune différence
statistiqguement significative nodes-3) Copprslant,ive®e dans
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®’ fle 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)
larate21 j ours apr s Héaler Le addé gauchedechajoeypanneau 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)
larate21 jours apr s [|Hé&adler lrea graphiquesode gasiche représentent les souris agées de 3
mois, et ceux de droite, les souris dgées de 5 mois. LB = Lymphocytes B. LT = Lymphocytes T.
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avoir moins de | ymphocytes B et T da~r&aellFguwe MO 21
3.15 H, J). Plus encore, on remarque une transition significative dans le ratio CD4+/CD8+ des
lymphocytes T chez les souris Vangl2®' @le 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

tendance générale vers la baisse des cellules matures dans la MO des souris Vangl2®' @le 5 mois.

Ensuite, nous avons analysé la reconstitution du sang périphérique. Afin de faciliter la lecture des
histogrammes, lesdonnéespré-i r r adi ati on ont ®t® s®par @ensxede cel |
| Figure12.2) . Aucune diff®rence ndest obser&iqueavanans | es
l 6i rradiati on, - | 6exception des neutrophiles et
nombre chez les souris Vangl2®’ e 5 mois que chez les WT du méme age (Annexe | Figure 12.2

C, D). 7 jours sui vaVvangl2% @ 5moia ont sighificativementimeiss ds our i s
leucocytes que les souris WT du méme age, mais cette variation ne se maintient pas dans le

temps. Inversement, les souris Vangl2®’ ®e 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 Vangl2®’ $ el on | eur groupe dbéO©ge respec
regardant les différentes populations leucocytaires, il est possible de voir des tendances qui se

répétent. Au jour 11, les souris Vangl2®’ #le 3 mois tendent & avoir moins de leucocytes myéloides

et lymphoides que les souris WT, tendance qui devient significative en ce qui concerne les

l ymphocytes B. & | 6i nv eVasgR? ®eatumois tendent plutht, & aloe s sour
davantage de leucocytes myéloides et lymphoides que les WT. Au jour 14, ces tendances
sbinversent avant de se s t-B.lkmnceduscencernalaséjytbrocytes?2 1 ( Fi g
aucune variation significative nobest observabl e,
souris Vangl2®’ @ en avoir un plus grand nombre que les WT du méme &ge au jour 14 (Figure

3.16 G). Cette méme tendance est également visible avec les plaguettes. Plus encore, au jour 11,

les souris Vangl2®’ fle 5 mois ont significativement davantage de plaquettes que les WT (Figure

3.16 H), ce qui correspond © | 6daugmentat ijoarn du no
Malgré tout, ceci demeure surprenant, étant donné la forte occurrence de thrombocytopénie a la

suite doun(Ehenatal a201i7)aAu jow 2i, les souris WT et Vangl2?®’ 8nt des quantités
similaires doé®ryt hr(kgurg 3.16 &, H. En géréral pds dognées du jaus21

i ndi qguent gue |l a reconstitution du sang p®ri ph®r.i
VANGL2.
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Figure 3.15

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 Vangl2®’ 8 mois, n =5 WT 5 mois, n = 2 Vangl2®/ 8 mois), Jour 11 (n =7 WT
3 mois, n = 6 Vangl2®’ 8 mois, n =5 WT 5 mois, n = 3 Vangl2®/ 8 mois), 21 (n = 6 WT 3 mois, n = 4 Vangl2®' 3
mois, n =3 WT 5 mois, n = 3 Vangl2®’ 8 moais). (C, D) MO CTRL (n =11 WT 3 mois, n = 3 Vangl2®/ 8 mois,n=5
WT 5 mois, n = 2 Vangl2®/ 8 mois), Jour 11 (n = 9 WT 3 mois, n = 7 Vangl2®’ 8 mois, n =5 WT 5 mois, n = 3
Vangl2®’ 8 mois), 21 (n = 9 WT 3 mois, n = 7 Vangl2®’ 8 mois, n =3 WT 5 mois, n = 3 VangI2®’ 8 mois). (A, B,

3 mois

o WT m Vang/2\2

[o1]

o

ul

[

5 mois

o WT m Vangl2:2

& 6 MO 10— Rate
gx 8-
@ m -
5% .
. 24 7]
22 2+
g o- 0-
% 10- Mo 40— Rate
*
o w 7.5 30
52
E o 5- 20
S8
£ 2.5- 10
>
@ 0 0 T T T
-
—_ MO Rate
o 0.6 32—
g ‘; 24_
L = —_— -
EE 16
o 3 0.2
z T 8-
e 0 r r v 0 r Y r
W 754 MO 1204  Rate
é 100 -
- 5 -
£5 o
@ X
5 — 2.5 40—
E 20—
z 0 0 r ¥ r
%, 1.5 Mo 100+ Rate
8 80
g " 60
o T ]
5 % 0.5+ 40
£ 20
(=]
z U I O——T—T 1
CTRL 11 21 CTRL 11 21
Jours Jours
L B WT5mois 1 Vang/2*25mois
MO 6 Rate

CcD4*/CD8* (%)

(=] - M w
g
o 8]

%‘

53

CTRL 11

21
Jours

4

CTRL 11

21
Jours

Rétablissement partiel des cellules matures dans la rate et la MO



G-L) Rate CTRL (n = 10 WT 3 mois, n = 3 Vangl2®/ 8 mois, n =5 WT 5 mois, n = 2 Vangl2¥ % mois), Jour 11 (n

= 9 WT 3 mois, n = 8 Vangl2®/ 8 mois, n =5 WT 5 mois, n = 3 Vangl2®’ 8 mois), 21 (n = 8 WT 3 mois, n =6

Vangl2®/ 8 mois, n =3 WT 5 mois, n = 3 Vangl2®’ 8 mois). (C, D) Rate CTRL (n = 10 WT 3 mois, n = 3 Vangl2®' ®

3 mois, n =5 WT 5 mois, n =2 Vangl2®’ 8 mois), Jour 11 (n = 9 WT 3 mois, n = 8 Vangl2®’ 8 mois,n=5WT5

mois, n = 3 Vangl2®’ 8 mois), 21 (n = 7 WT 3 mois, n = 6 Vangl2®’ 8 mois, n = 3 WT 5 mois, n = 3 Vangl2®’ B

mois).Les donn®es des souris de 3 mois proviennent dbéau moins 3
moi s proviennent dodéune (CTRL & Jou.rCTRU=)Corntroldmréricadi@tdon.ur 21) exp

CIWT 3mois [l Vang/222 3 mois W WT 5 mois [] Vang/2*2 5 mois
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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 pL 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 Vangl2® 8 mois,n =7 WT 5

mois, n = 6 Vangl2®’ 8 mois), Jour 11 (n = 8 WT 3 mois, n =4 Vangl2®’ 8 mois, n =5 WT 5 mois, n =5 Vang|2®/ ®

5 mois), Jour 14 (n = 4 WT 3 mois, n = 2 Vangl2®/ 8 mois, n =3 WT 5 mois, n = 3 VangI2®’ 8 mois), Jour 21 (n =

6 WT 3 mois, n =6 Vangl2®/ 8 mois, n =3 WT 5 mois, n = 3 Vangl2®’ 8 mois). Les données des souris de 3 mois
proviennent dbéau moins 2 exp®riences (CTRL, Jours 11 et 21)
des souris de 5 mois proviennent dobéau moins 3 exp®riences (C’
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4 DISCUSSION

Les voies de signalisation WNT impactent grandement les fonctions des CSH. La voie canonique

de | a-cafénine a trés bien été décrite et est principalement connue pour son role dans la

prolif ®rati on e t(Luisétalc201l2)yadots gue certaine&émeéhtS des deux autres

voies non-canoniguesd e meur ent moi ns ®t u ANGR3dansGowedMNT/PCP cas de
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 6 i n a sétedtivement le géne Vangl2 dans les cellules hématopoiétiques lors de

| 6h®mat opopu s @eoagiades abal.,200R)7 t a l

Les pr®c®dents travaux de notre | abANGlRttaiidgee avai e
dépendant (Bouali et al., 2022), C poergubi nous avons encore une fois comparé les souris
selon |l eur groupe do6©ge. Ai nsi ANGt2oestpseentielpauslesavi ons
fonctions des CSH lors de greffes (Bouali et al., 2022), nous avons encore une fois commencé

par analyser| 6 ef f et de s keaHSEGD Eneanecuae fasules effets que nous avons

(@)

observés sont age-dépendants. Ef f ect i vement , 11 | ourl&aledessouriant |
Vangl2® @le 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
sébexpliquer par une Vang@di®s tl adnioneet damd daune reeilldune buevie

| a s ui t@gnotbxiquer Cepdamdamt, 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 Vangl2®’ #ue chez les souris WT de 5 mois, la quantité de MPP2, MPP3 et LMPP
au jour 11 sont également similaires entre les souris Vangl2®' ®t les WT de 5 mois. Seules les
quantités de LT-CSH et de MPC dans la MO sont plus élevées chez les souris Vangl2®’ @e 5
mois que chezles WT. Ainsi,amoins que | a protection faceANGL2l 6i rr ac
soit limitée a ces cellules, nousavions pl ut it ®mi s | dhyp eOSHVasg® Fue | a
de 5 mois serait due a une suractivation des LT-CSH due a une perte de quiescence. Cette
suractivation augmenterait leur prolifération, d 6o % | eur n. oCette rhausse® Heela ®
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 pl us dobéavoir unedredeaucgloesnt at i o1

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



®ventuell ement ° | 6®pui sement de ces cellul es.

de HSPC observée au jour 21 chez les souris Vangl2¥ %de 5 mois. Comme nos précédents
travaux démontrent que les HSPC Vangl2®’ %ont tendance & accumuler le marqueur de
sénescence ple™Nk4aa v e ¢ (Bdud@igtal., 2022), cette hypothése nous semble plus plausible
gubdbun effet pr ot AMGAL2Z Afin deacontirmear cetRe hypathése Mune analyse du
cycle cellulaire via Ki-67 et DAPI des HSPC Vangl2?®’ &u jour 11 serait nécessaire étant donné
qguo- | 6 ®t at hom®ostati que, aucun changement
(Bouali et al., 2022). L e pr o tamalyse bHuecycle eellulaite 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 obser v® | Oabderice tde MABGL2| dans les cellules

Ce

dans

hématopoiétiques sur la cellularité de la rate. La rate est un lieu secondaire ou s 6 ef f ect ue

| hématopoiese a un niveau bien plus faible, mai s qui pr emcdsdeddomrmages anp | eur

la niche hématopoiétique de la MO c au s ®s rgdiation alffainr déef fectuer
extraom®d u |l | ai r e(lnrd ét al.r 2916;rOgueo et al., 2017). Apres avoir analysé la cellularité
des rates des souris de 3 mois et de 5 mois, nous avons remarqué que les souris Vangl2®’ @e 3

mois ont significativement davantage de cellules spléniques selon la masse de leur rate

une

comparativementaux WT.En essayant dobéexpliquer cette hausse,

Vangl2®’ 8e 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®' ®nt
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 6 i nj e c t ules me lal rmoelle dand des rats irradiés. Ces

nodules étaient rares et leur apparition était proportionnelle a la quantité de cellules injectées. Les

h

auteurs ont donc suggéré que chaque nodule représente un amas de prolifératond ont | dor i gi

est une cellule souche (Till & McCulloch, 1961). Dans notre cas, aucune cellule s o u c h e
injectée. Cependant, les amas pourraient potentiellement provenir de HSPC qui ont migré vers la
rate © la suite de I 6irradiati on af,icequidxpligueraite

le plus grand nombre de MPC Vangl2® ®lans les rates de souris. Il aurait été intéressant

d 6 e f fr elastcaupes longitudinales s u r ces rates afin dobofofdser ver

cellulaires de ces amas, dont le centre est fort probablement une MPP entourée de PreCFU-E ou
de MkP. Jusq u 0 p, rle® seeherthes sur VANGL2 dans les cellules hématopoiétiques
démontrent que cette protéine est essentielle pour plusieurs des fonctions des CSH, entre autres,

pour leur quiescenceet pour | e ur -reneupehemént (Bouadi é al.u2029). 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, i est reconnu qubdune surexpress
WNT/PCP méne souventaum® me ph®notype quben abs effengetade ce m
2021; Hayesetal.,2013).L6augment ati on du nombre de Vang2®!®ul es d
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®' #¥e 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

semblents dé@ndoreder. 11 jours sVang2®Me5rmoBbntumadi at i ¢
ratio CSH/LSK splénique significativement inférieur a celui des souris WT (Annexe | Figure 12.3),

ce qui pourrait indiquer que |l es cellules ne sont
une hématopoiesed 6ur gence ~ | a suite de | a destruction de

| effet migratoire de VANGL?2 sur les HSPC, nous proposons de regarder leur présence dans le
sang p®riph®rique ~ | détak afin tlessuivdedeurimiyiation de h M@ ¥eison s 0 U ¢

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

Dans nos précédents travaux,nousn 6 av i oévauépéabsl y avait des changeme
en absence de VANGL2 a | éat homéostatique (Bouali et al., 2022). Vu la quantité limitée de

souris en notre possession, nous noéavonisadié@edt enu |
Vangl2®*’ 8e 5 mois pour | es MPC de | a l®rate.tAucehdestne s e ul
statistiqgue ndéda donc ®t ® effectu® pour ce groupe
il est possible de voir une tendance & avoir un nombre total de MPC Vangl2®' Blus élevé dans la

MO des souris de 5 mois. Plus encore, le nombre de GMP semble avoir tendance a étre plus

élevé dans laMO etdans larate dessourisVangl2® #e 5 moi s que |l es WT. Nous
de confirmer ceci en r®p®tant VaagRf®r cengeocoapec dadé
Silesr ®s ul t arénsstatstigaement significatifs, cela corréle avec le biais myéloide age-

dépendant précédemment observé en absence de VANGL2 (Bouali et al., 2022). Ce biais

my ®l opde, so6il est bel et bien pr &angl2”t 8e5mobisd) ®t at h
aurait pu expliquer la quantité plus élevée de MkP dans la MO au jour 11. Cependant, ce biais est
age-dépendant et pourtant, les souris Vangl2®’ #le 3 mois ont également davantage de MkP dans

leur MO et dans leur rate que lesWT,nous avons donc tmghénon@neddexpl i que.l
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Notre premiére hypothése a ce sujet est que le besoin accru de cellules myéloides, nécessaires
a la reprise hématopoiétique © | a sui t e ,dmaplifie éeibiais quiddeveert alaysnvisible
malgré le jeunes age des souris. En e s s a yettretune detadRde hypothése a ce sujet, hous
nous sommes tourn®s vers | es HSPC. I noéy
Vangl2® 8u j our 11 et ce, pour | es deux groupes
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 thentateon des MKP ne peut donc provenir des MPP2 a ce moment. Cette proportion
r®duite de PreMegE CD34+ expliquerait -Ppdbsenéet
dans la MO et la rate des souris Vangl2®' #le 3 mois et la MO des souris Vangl2®' #le 5 mois. Les
MPP2 au jour 11 se différencieraient donc principalement en PreCFU-E. Ainsi, nous proposons
que | 6aug me n tVangl2®o%u joar &1 st Bue a la différenciation de LT-CSH CD41+
Vangl2?’ ®ui sont en mesure de contourner la pyramide de différenciation. Les LT-CSH CDA41+
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 causede| 6 a u g me n t aQ@SH observdeschet |&s souris Vangl2®’ fle 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 hypoth ses, il serait

sur ces cellules par cytométrie en flux.

a

pas
dd©ge

| 6auq

n®ces ¢

Nous avons ensuite tent® de d~®t ANGLRimpactelgsddSPCquel meE

Pl us pr®ci s®ment, nous avons tent AGNGLRcakk®aprtemi ner

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

| 6humai n soi enGendCardssorgd ®ce i x speswnr | 6®qui val ent mur i

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 favorisantld act i vati on des

nous avons ®mis | dhypoth se qudVYahgl2me régnle ensuteo r ma |l e n

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 |l es HSPC vu |l a variation de
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promoteur de RUNX1b est associée a la prolifération et la différenciation des progéniteurs actifs,

malgré son absence chez lesLT-CSH ~ | 6 ®t at (Draper@toak, 2GL6).iNgus @ous
attendions donc ° VOoir en RUNXULdbse shvétl daxnpr ¢ deinc e
correspondant a la prolifération accentuée observée dans les cultures cellulaires et a

| 6augment at iobservédsdnsvivadvBPux j our s 11, ou m°me " | b6exp
dans la fraction des LT-CSH qui représente r ai t | 6acti vatLl-€3H Ch4ls poten
Vangl2?’ fhentionnés précédemment. Cependant, aucune variation du MFl de RUNX1b néa ®t ®
observ®e chez |l es souris de 8 mdefale. Ndug avgn@domcs S Ui V
Il i nt ent i o nxpédience erRobsrivamtrplutdt e sMFI de RUNX1c, le principal isoforme

dans les CSH (Challen & Goodell, 2010; Draper et al., 2016) avec des souris de 8 mois et de 3

moi s afin de v®r i fdépendantsli@stdgalgmerdimportantald nbter jue Cogme

aucun FMO nb6a ®t® r®alis® pour ,iledtéempgdbleidegarargr concer
gue ce facteur de transcriptipouni smquadi d ucyu na iump arcits
négatifs.

Enfin, nous avons examiné la reconstitution des populations des cellules hématopoiétiques

matures dans la MO, dans la rate et dans le sang périphérique.2 1 j our s sui vant | 6ir
avait aucune différence observée dans les populations des cellules matures de la rate. Pour ce

qui est du sang périphérique, 21 j our s apr s |l 6i rradiati on, | es
également similaires entre les souris Vangl2®’ ®t les souris WT. Cependant, il a précédemment

été décrit que la reconstitution du sang périphériqueal a suite doéune irsundiati ol
indicateurddbune reprise h®matopou®ti gumalg® despdnmages et p el
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®’ @le 5 mois soit un signe annonciateur de la sénescenceou de | 6 ®JesIHSB@ me nt

dont le premier signe, selon nos résultats, serait la réduction des plaquettes de la MO. La

production plaquettaire des souris Vangl2® 8 e 5 moi s ne suit déailleurs
Au jour 11, les souris Vangl2®' @vaient davantage de MkP que les souris WT, et chez les souris

Vangl2®’ ®e 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® 8nt,t ant qud~ el |
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

similaires entre les souris Vangl2®' &t les WT, il est alors possible de voir que les souris Vangl2®’ ®

de 5 mois ont significativement moins de plaquettes dans leur MO que les WT. Cette variation

chez les souris Vangl2® 8 e 5 mois est ~ | 6oppos® de ce qui av
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chez des rats. €& | ae2Qy,ilesratsidadliésmwient plutbtanbitra anipio de
r®duction du nombre de plaguett es a u CégspicsEtaieht0
proportionnels a ceux des mégacaryocytes (Tanum, 1984). Bien que cette étude ne se réfere
gubaux plaquettes dans | e sang p®ri ph®r isgauss,
Vangl2®’ fe 5 mois de notre étude aient une forte réduction du nombre de plaquettes dans leur
MO au jour 21. Comme notre ®t u d e n es peuéseivietau-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®' ®
produits au jour 11 proviendraient de LT-CSH CD41+ Vangl2®’ Ha réduction du nombre de LT-
CSH Vangl2®’ 4u 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-z ~ br es dont
de vangl2 ou de wnt5b a été atténuée ont un nombre réduit de plaquettes CD41+ (Kocere et al.,
2023). Une autre étude surdes sourisa d ® mo nen re@ang Rudx1 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 q el 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®’ ®e 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®’ %roduits & ce moment proviendraient de LT-CSH CD41+
Vangl2®' 9a réduction de plaquettes due a une maturation altérée de mégacaryocytes aurait pu
étre compensée par ce biais des LT-CSH CD41+ Vangl2®' ®Au jour 21, cependant, les souris
Vangl2®’ ®¥e 5 mois tendent & avoir une quantité réduite de LT-CSH. Ainsi, S Oi
compensation effectuée par les LT-CSH CD41+ Vangl2®’ &u 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 Vangl2®’ .%Un plus long suivi des souris irradiées et une analyse de la
ploudi e des m®gacaryocyt es -létalel serontsnédedsares dfen dd
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 | 6 u tlatrdusseBDiCyctetestE Plus DNA Reagent Kit de BD Bioscience qui permet
| 6observation de | a plopudi e(vdtiagtalc 2002.ul es par

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®’ @e 5 mois.
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La |ymphop®nie est fr ®q ue(RPaganetti, 20R33et requiertlagproduétiann e i r r a
de nouveaux lymphocytes. Lors de la maturation des thymocytes dans le thymus, les cellules

dendritiques jouent un role 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 Vangl2®’ &ient impacté

la maturation des thymocytes. Cependant,co mme nous nbéavons pas pr,® ev® |
nous ne pouvons affirmer que cel aneplamawuratomdes ddun b
lymphocytes T SP. Plus encore, la maturation des thymocytess 6 ef f ect ue sur une p®
jours et , ifradibtian, requiertégalement la réparation et la reconstitution fonctionnelle

de | 6organe. I 1 les evarigiomsu abserdéesnsoientqduies a une prolifération
homéostatique en situation de lymphopénie (Unsinger et al., 2009). Malgré tout, ceci constitue

une perspective do®tude int®ressante.
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5 CONCLUSION

Pour conclure, ce projet de maitrise avait pour but de déterminer quel est le réle de VANGL2 murin

lorsde | a reprise h®matopoi ®t i gauelétale etl san neaanisme doune
dd a c tNous avons démontré| 6 i mp or VANGI2s ed ®n | 6 ©Og&inde@esmetr® ur i s
une récupération along-t er me de | 6 hEfentvémemn, @en abseree de VANGL2, nous

avons observé ce qui semble étre une dérégulation de la prolifération des LT-CSH Vangl2®' @
adultes ce qui méne éventuellement a la perte des réserves de HSPC Vangl2®’ @dultes. Nos

recherches viennent donc encore une fois soulignetongl 6i mpor

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
| 6i rradi at i oYangi2R®se5 mois. Nous avans dgalment observé une augmentation
du nombre de cellules Vangl2®’ Bar colonie lors des cultures in vitro des prélévements de moelle
osseuse, particuliérement pour les cultures provenant de souris Vangl2®’ #le 8 mois. De plus, des
nodules sont présents en plus grande quantité sur les rates de souris Vangl2®’ ®* en pl us dou

tendance vers la splénomégalie chez les jeunes souris Vangl2®’ Post-irradiation. Ces mémes

jeunes souris avaient dbéailleurs tendance ~ avoir
sous-létale. L&nsembledecesd onn®es sol i di fi e -CSHownt pnaérdglerseat que | ¢
de leur prolifération™ | a s ui t e qliea lelpdantielrda pkrimatireiure meprise accrue de

| 6h®mat opopy se ° |l a suite de | Bffecivensentrnous tvorsn de |

également observé une augmentation significative des MkP Vangl2®’ Bans la moelle des souris

de 3 mois et de 5 mois, tout comme un nombre plus élevé de plaquettes dans le sang périphérique

des souris Vangl2® 8 e 5 moi s 11 | our lsaprasence de pldqdeites & la sbiteat i on .
déune irradiation t ot alindquahtiarepose pEmatopaétiquai(Btickhnegct eur
etal,2007). Loensemble de ces donn®es semblent indiquer
une repri se phématpoiese,p i oie e stegedic@re tles expériences a effectuer

afin de le confirmer.

Cette r epr i f©i@matapoiese engenddeeepéndant une perte de la réserve des HSPC
Vangl2®’ %de maniére age-dépendante. Alors que les HSPC des jeunes souris Vangl2®' @
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®’ ®e 5 mois. Nous

avons donc ®mi ®labsériceydp VANBL?2 & leng-tpume 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. C e ¢ i nous °~ mener " regarde

RUNX1b dans les HSPC. Bien que nos résultatsne s oi ent pas concluant s,
hypoth ses concernant |l es potentiels m®cani smes

sont associ ®s sont en cours do®l aboration.

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 cliniques quant a la reprise de 6 h® mat opouy se en cas de domma

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) quii nhi be | a d ®g rcaténme daosnla cdllale dora b

| 6accumul ati on dans | e noyau per me (Stadl étalc20i6y at i on
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 coordinatonent r e | es cell ules déun m° me t
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. Lo6éacti vation par phosphory

atyrosine kinase ROR et/ou RYK, “ | a sui te de | NIpduiégatementanened 6 un | i
| 6act i vat iNO/RCPdlemahiere indépendantévde FZD (Gao et al., 2011; Macheda
et al., 2012). I exi ste ®gréecépeune detla voied \WNITIPCR:sles 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 6.1 A) . Loexpression de VANGL1 e
premiers stades de | 6embryogen se et l a conserve
fonctionnelle de | a mouche ° | 6homme attestent de

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,
| 6embryon noEedtal.p2@l®). vi abl e

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 | o r s gsusurieXprimé dans les cancers du sein positifs pour le



r®cept eur d dHatbhkéyarsatet ab,2014).ePour ce qui est du récepteur VANGL2, en
pl us do° t daalissamsirmatmr des®@nétastases (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).LeTNBCest <caract ®ri s® par | 6absence del 66eexsptrreosgs i noen
(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
n®cessaire doéidentifier de nouv etypedesancerdificlea t h®r 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
| 6inaccessibilit® de ses boudqWaltan, 2@19tert a cdeel |1udl aabi sreens
ddacti vit ® (Hatakeyameaet al.,g201d). Ainsi, il serait plus judicieux de viser un co-
r®cepteur davantage accessi bl e dlfstdoncadécéssaineideb er VAN
poursuivre | 6®t ude mol ®cul ai re de -kbdepidhts2findeen part
mieux comprendr e son mode dbéactivation et de signalisat:i

d 6 e nt r eut érauuxie afternative a celui de VANGL2 dans le traitement des cancers du sein

résistants aux thérapies standards. Gr ©c e " | 6ut i tedchsoldgiei GRP-Trap e | a
(immunocapture de GFP-VANGL2 grace a un nanobody anti-GFP) e t " | 6expertise
pl ateforme de pr ot ®o midygRr dorgauco-fLiiki€ CELSRR avecgvANGL2

dans des cellules épithéliales murines (Tableau 6.1, donnéesnonp u b | i ®e s dlaissdntd ®q ui p e
penser que cela pourrait également étrelecasdanslesTNBC. Cet t e i nteraction es!

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 6 a d h ®asnilleode 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 comprendWahget mot i f

al.,2014)gui pourrait °tre impliqu® d&ry | dactivation
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Figure 6.1 Organisation de la voie Wnt/PCP

(A) Les principaux récepteurs de la voie WNT/PCP etla cascade de signalisation qui s 6
(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 Couerture Score
Vangll 13 36,1 131,02
Celsr2 4 1,7 6,6974
Les connai ssances act uéohctioa stlasignalisatiod enxayarde GEE$SR@n, | a

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

| 61 n st 4iCalmattesPIRQ) dtteéintes de cancer du sein et de données publiques a montré une

corr®l ation positive entre | 6expression de VANGL:
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montr® | dassociation entre | a TNBC etaxegimedienidola de CE
survie sans m®tastases, avec un effet synergiqgue ¢
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 °tre une cible prometteuse pour inhiber

Tableau 6.2 Expressiond e | 06 AWRNée 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 s Elevée

6.1 Objectifs et hypothése

Léobjectif de | 6®qui pe est do®valuer S i Il e cibla
VANGL2 représente une stratégie thérapeutique prometteuse dans le traitement des cancers du

sein résistants aux thérapies standards. Plus précisément, | objectif de ce stage a principalement
consist® © d®buter | a caract®risation de CELSR2 e
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. Etudi er | 6 e CPpLESR2sdanis différerdes lignées cancéreuses mammaires et
l 6infl uence dEELBRRasw YANELL/R et versament
4. Etudier] 6i mpact de sa perte doexpressions sur | a foc
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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% s®  um de veau fital d®compl ®ment ® ( Gi-bco Li
streptomycine, 10eg/ mL insuline et incub®es ~ 37A

7.1.2 SUM149

Les cellules ont ®t® cultiv®es dans du MHAMF12 (¢
technologies®) supplémenté avec 5% de SVF décomplémenté (Gibco Life technologies®), 1%

de péniciline-st r ept omycine, 10egg/ mL insuline, 1egeg/-mL doh)
essentiels et incubées a 37°C avec 5% de CO..

7.2 Transfection

Lorsdest ransfections d6ARN interf®rents (si ARN), | es
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 €9/ ul de polyethylenimine (PEI) ) un ratio de
plasmides dans les SUM149 et MCF7 ont été réalisées en utilisant le réactif Lipofectamine LTX

and plusE (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 | 6®quipe de D. Devenport, Princeton, U

7.3 Mi cr os c onmmumofludréscence

Pour | 6i mmunof | ubukee ent paussé dans lures plagque 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 6 #corps anti-VANGL?2 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 solutiond e mont age Prolong TM Gold antifade

diamidino-2-phenylindole; 300 nM; Thermo Fisher Scientific, #2409252). Les lames ont ensuite

®t ® | ai ss®es ° | 6abri de I a lumi re 7 temp®r atu

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

ef fectu®s sur des membranes de 0,4 e€m dans a gl a
effectu®e avec,ldgidia GENBEsgs).La guaBtication des bandes a été effectuée

avec le programme ImageJ.

7.5 Midiprep

Ajouter 100 ng de plasmides ©° 40¢L de bact®ries L
ajouter du mil i eu IinB). AprBsOuneciricubatitn del & anmydes a B7°C, les
bactéries sont étalées dansune boitedep ®t ri avec | 6ant i bilasderipguaser k a n a my

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 dalnSsR2,06 ®itnu daen tdiec oXHLSR2métdiconcmandé des U
le début de ce stage. Cet anticorps a été généréparl 6 i mmuni sati on de | apins av
correspondant a une partie de la région extracellulaire de CELSR2 humain (peptide synthétique
correspondant aux r®sidus entourant |l 6Hi stidine 1781
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) . Léan-ticorps
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 6 a ndermbte dan@fanctionnel en WB.

Ensuite, afin de sbébassurer de |l a sp®cificit® de |
lysats protéiques de cellules MCF7t r ansf ect ®es avec un m®|l ange dobéAl
(smart pool de 4 siARN) dirigés contre le géne CELSR2 humain (Figure 8.1B). Un siARN contrdle

(NT) a ®gal ement ®t ® transfect® dans |l es MCF7. Ce

de | 0 & dds dandes précédemment observées dans la piste correspondant aux lysats

prot ® ques de MCF transfect®es avec |l es si ARN, i n
sp®ci figuement CELSR2. Ce r®sul t at montre ®gal e
comespondent © CELSR2. Afin de sbassurer de | 6effic
ont été transfectées avec les siARN individuellement.| | est possi btloesledsiA&¥ ser ver

provoquent wune di minution de81ChRoxuprr elsas isouni tetee dGE LI SO
SiARN 05 et 06 ont été utilisés af i n do®viter d e -spégifigeen (CEILLSRY e f f et
(Neumeier & Meister, 2020; Olejniczak etal.,2010)que | 6ut i Il i sati on du m®Il ang

provoquer.

Des exp®riences do6i mmunofl uorescence ont ®gal emen
tester | a capacCHESR2adyrecondaitra CELIRA. Lags sellulgs ont été soumises

a différentes conditions de fixation. La localisation membranaire des récepteurs de la voie

WNT/ PCP dans | es cellul es ®t ant d®pendant e de
(Puvirajesinghe et al., 2016), un a n't i-E-@adhgrine dJégalement été utilisé. Lors de la
fixation en paraformal d®hyde (PFA) wun signal au n

U-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).

Cbest donc un signal asp®cifique. De plus, aucun s
(Figure8.2C) . Ainsi , | 6anti cor ps ¢ onmuomefluccescarice. ne f oncti ol
o )
¢ & & & o
% & % © ol
¥ & &Y I
O
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Figure 8.1 Test de | a sp®ci f i-CELSRRpal Wested Blott i cor ps U
(A) Des cellules MCF7 ont ®t® anal yCERSRE commarciaW®) Devaeltuled 6ant i c o
MCF7 transfect®es avec |l es si ARN d®crits dans | a figure ont

anti-CELSR2 et anti-Tubuline. (C) Des cellules MCF7 transfectées avec les siARN décrits dans la figure ont été
analysées par Western Bl ot avec | 6 a0OkEtSR2el anfi-Subwinet i

Une fois | 6@ELSRR camactqrise, ila malluivalider 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 | é§uipe de D.Devenport,

Princeton, USA. L6O®qui pe <coll aboratrice avaiodant@gRhl e ment
CELSR1 murin. Les plasmidesont do6abord ®t ® ampl i f iAdexelyyFigdre e ~ un
131) , puis s®quenc®s | af iquad e t 6 a dls antEersmt dtéeufilisés at i on

dans wune tr an somgénentameADNG dabsNles 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 | datt est ¢
les 3 premiéres pistes de la figure 8.3, il est possible de confirmer que les constructions
sbexpriment bilie attendwet Par”aillelrsy, CEL8R2-GFP murin est reconnu par

| 6ant i c-CHLPRR humain, i i ndi gquant sa r®activit® croi s®e
inscrite sur |l a notice doébutilisation (Figure 8. 3,
| 6ant i c-€ELBR2 hamih ireconnait 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 endogenenon-mar qu ®. Ai nsi , licdrpsnesdpas f i ci t ®

parfaite, ce dernier reconnait trés légerement CELSR1 murin.

DAPI U-CELSR2 U-E-Cadhérine
A

Figure 8.2 Test de | defficacit® deCELSRaaentmmuooflypescencenmer ci al U

(A-B) Fixation des cellules avecdelaPFAet observation des MCF7 NT (A) et ddédun m®
(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 : 10em
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a-GFP a-CELSR2

ADNc ADNc ADNc ADNc
WT Celsrl Celsr2 WT Celsrl  Cels2

kDa
& w—E
225 — @
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 r e ¢ 0 n n u -CBLSR2. Lés 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 d an s | es MCF7 ®t ant d 0o €BLOR2 dwwmain me6ant i c ¢
fonctionne pas en immunofluorescence. Un signal fort est détectable au niveau des contours des

cell ul es av e-GFPlI(Bgure 8.4).cQersigpnal sdJsitue au niveau 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

toutafatc oh ®r ent car CELSR2 est un RCPG dbéadh®si on e
(Tissir et al., 2010; Wang et al., 2014).

U-E-Cadhérine U-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
utilis®s pour | 8i mmunof | quésrsardacfigurec EEchetleo:n t1l Oc esunx. i ndi
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83 £tude de | 6expression de CELSR2 dans di f f
mammai res et de I 6influence de | 60expressio
inversement

Une fois |l a sp®cificit® de | 0aimateté possiblede déteominéri r m® p «
si les cellules TNBC modéles SUM149 expriment CELSR2, car aterme,c 6 e st s utypedee s ouU S
cancer du sein que | 6®qui pe se focaJANE®Z Bespour ®
cellules sont connues pour exprimer VANGL2 (Hoffmeyer etal.,2005), mai s tr s peu doc¢
se sont concentrées sur son corécepteur CELSR2j us qu 6 © Cpmme® attendu (Tableau 6.2),

un premier WB a permis doéobsedwretr ICELIBIR2e @llando dXx[s!
bien inférieur & celui des MCF7 (Figure 8.5 A) . Ensuite,CEIOSRZ |uemcledaepr e
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).L6i nt ensi t ®

des bandes détectées av e ¢ -VADNGLR e is t inchang®e quand | dexpress
diminuée (Figure 8.5 B-C) . De | a m°me fa-on, l esnt avnesdt PROadmts
CELSR2 est inchang®e quand | dexpr e s85iBah Airtsiele VANGL 2

ni v e a presdidn dexVANGL2 ne semble pas dépendre de celui de CELSR?2 et inversement.

siCELSR2 siVANGL2

MCF7 SUM149 i i i 105 NT
A kDa Si06 Si05  Si08  S105
B kDa ‘
—— CELSR2
CELSR2 225 —| p—
225 —
-1 ] | VANGL2
52 —
225 5 — e = -— - Tubuline
2 1,2 - )
C ";; 1,0
\8 @ 0’8 m
ey
ag 907
£ 044
§ 0,2 1
-% 0,0 -
siIARN si06 CELSR2 si05 CELSR2 si08 si05
= CELSR? VANGL?2 VANGL2 VANGL2
Figure 8.5 Expression protéiqgue de CELSR2 et de VANGL2 dans les SUM149 et dans les MCF7
nNsit® dbédexpression pha GBL SIR2 cd d Msa nltd sc

(A)Comparaison de | 6int
indiqué sur lafigure.(B)Obser vati o
Il es SUM149 sui v a@esiARN idi
repr®sentent | e r®sult

e
n e elxpirmpasdtond de CELSR2 sur dMANGL2 et
guéslsur sadigureo(8) Quantification du WB en (B). Ces données

at dodébune seule exp®rience.
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84 Impact de | a perte dbébexpression de CELSR2 s
adhérentes

£t ant donn® | e rtle de CELSR2 et des autfdlwes RCPG

| 6i mpact de | a diminution de son expression sur | a

Pour cel a, des exp®riences d 6 iensuw des cdllues MEFS c enc e

transfectées avec deux siARN différents dirigés contre le gene CELSR2 et avec un siARN

contrble. L6i nt ®gr it ® des | ® encévdluanhla loclisaion @ ERCadhérine®

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

d®t ectable au niveau de | a me mb-E-Gadréring (Figue®bA ue ave

panneau sup®rieur). En r ev £BELSR2eest dihimuées lgpratéind ® e x pr e s

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).

Unenouvell e transfection des MCF7 a ®t® r ®alis®e a\
| 6 ef f e tenaupnemantla®ductiondeld e x pr e s s i o n(Neumeie€C&EMeSI&,2020;

Parsons et al., 2009). Dans ces cellules, nous avons pu observer en immunofluorescence une
délocalisation de la protéine E-Cad h ®r i ne qui nbest plus | ocalis®e

g u 6 wWimiautiondel 6 e x p r e B-€Gddrénne dhns toute la cellule (Figure 8.6 B). Ainsi, nous
pouvons concl ure gue CELSR2 joue probabl ement u

adhérentes.
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U-VANGL1 U-E-Cadhérine Combinaison

NT

Sio5

Si06

B DAPI | U-E-Cadhérine Combinaison

NT

siPool

Figure 8.6 Analyse de | 6effet de |l a diminution de | 6expression
cadhérine et de VANGL1 dans les MCF7

Mar quage avecUVANGLLetiUECadhérine. 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: 10¢& m.
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