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Introduction

1 Introduction

1.1 L’hématopoiése

L’hématopoiese comprend I’ensemble des phénoménes qui assurent la production et
le remplacement continu et régulé des cellules sanguines. Au cours de la vie feetale,
I’hématopoiese se déroule d’abord dans les ilots sanguins de la vésicule vitelline puis
dans le foie, la rate et les ganglions lymphatiques. Chez 1'adulte, elle se déroule
uniquement dans la moelle osseuse de l'os sternal, des os iliaques et de la téte
fémorale. Ce sont donc des points de ponctions en cas de soupgon de problémes
hématopoiétiques. Les cellules sanguines sont, pour la plupart d’entre elles, tres
différenciées avec une capacité réduite de synthése protéique et de division cellulaire.
Leur durée de vie est courte puisqu’elle est de quelques heures pour les
polynucléaires, de quelques jours pour les plaquettes et de plusieurs semaines pour les
hématies. Les cellules du sang constituent les ¢léments terminaux et fonctionnels des
deux lignées hématopoiétiques principales, la lignée lymphoide et la lignée myéloide.
L’hématopoiese aboutit a la production d’un nombre trés important de cellules
sanguines (environ 6.10'" cellules/jour). Cette production importante est assurée par
une petite population de cellules de la moelle osseuse, les cellules souches
hématopoiétiques (CSH). Les CSH sont des cellules indifférenciées et multipotentes
avec une capacité accrue d’autorenouvellement, de prolifération et de différenciation.

Pendant I’hématopoiése, un équilibre s’établit entre la production de nouvelles
cellules souches par division cellulaire (autorenouvellement), et la production de
cellules qui vont s’engager dans une voie de différenciation. Ceci est possible grace a
la capacité des cellules souches a se diviser de maniere asymétrique (Knoblich 2008),
donnant naissance a de nouvelles cellules souches et a des cellules progénitrices
prétes a se différencier. Chez 1’adulte, cette division asymétrique permet donc le
maintien du nombre de cellules souches et le maintien de 1’homéostasie
hématopoiétique (Inaba et al. 2012). De maniére alternative, les CSH peuvent générer
deux cellules filles dont une seule restera en contact avec la niche de cellules souches
et conservera ses capacités d’autorenouvellement, tandis que 1’autre cellule

s’engagera spécifiquement vers une des voies de différenciation. Ces niches forment
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un microenvironnement local qui est indispensable au maintien des cellules souches
(Becerra et al. 2011). Les niches sont constituées de cellules souches et de cellules de
soutien, le tout régulé par des facteurs sécrétés et des interactions directes avec la
matrice extracellulaire qui entoure la niche. Les cellules souches hématopoiétiques
font partie des niches transitoires. Contrairement aux niches permanentes, ces niches
transitoires ne sont présentes dans 1’organisme qu’en réponse a un stress ou a un
certain stade de développement. Les CSH restent dans un état de dormance pendant
une grande partie de leur vie, mais, lorsque I’organisme a besoin de générer des
cellules différenciées, les CSH entrent dans le cycle cellulaire (Baldridge et al. 2010).
Deux types de niches de CSH ont été décrits : la niche endostéale ou les CSH sont
proches des ostéoblastes de 1’os trabéculaire et la niche péri-vasculaire ou les cellules
sont proches de I’endothélium vasculaire dans les sinus de la moelle (Renstrom et al.

2010).

Les CSH peuvent s’engager vers I’une ou ’autre des deux lignées hématopoiétiques
my¢loide ou lymphoide. Au moins trois modeles ont été¢ proposés pour expliquer le
développement hiérarchique de I’hématopoicse (Ema et al. 2014). Selon le modéle
classique (Akashi et al. 2000), les CSH multipotentes donnent naissance a un
progéniteur hématopoiétique, puis a un précurseur de la lignée lymphoide ou
my¢loide. Les progéniteurs sont des cellules présentant une capacité
d’autorenouvellement et de multipotence plus restreinte que celle des CSH. La cellule
progénitrice lymphoide (CPL) va se différencier d’abord en précurseurs immatures,
les lymphoblastes, pour aboutir aux lymphocytes T et B. La cellule progénitrice
my¢loide génere des CFU-GEMM (colony forming units-
Granulocyte/Erythrocyte/Macrophage/Megacaryocyte), qui vont évoluer vers des
progéniteurs plus différenciés comme les CFU-GM (Granulocyte/Monocyte), -Eo
(Eosinophile), -B (Basophile), -MK (M¢égacaryocyte) ou -E (Erythrocyte). Ces
progéniteurs sont spécifiques d’une seule lignée et aboutissent eux-mémes a des
précurseurs immatures  (myéloblastes, monoblastes, proérythroblastes et
mégacaryoblastes), qui  donneront naissance aux  granulocytes, aux
monocytes/macrophages, aux érythrocytes et aux plaquettes (Figure 1). Ce mode¢le est
schématisé Figure 2A.

Le deuxieme modele (Kawamoto et al. 1997), propose une plus grande plasticité des

CSH car elles peuvent générer les progéniteurs myéloides avec des cellules

2
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érythroides potentielles (MyE) ou aux progéniteurs myéloides avec des cellules B et T
potentielles (MyBT). Les progéniteurs MyBT peuvent donner naissance aux
progéniteurs my¢loides avec des cellules B potentielles (MyB) ou progéniteurs
my¢loides avec des cellules T potentielles (MyT). Ce modele est schématisé¢ Figure
2B.

Dans le troisiéme modele (Mansson et al. 2007), les auteurs suggerent que les
progéniteurs multipotents (MPP) donnent naissance directement aux progéniteurs
mégacaryocytaires et érythrocytaires (MEP), alors qu’un progéniteur lymphoide
multipotent intermédiaire (LMPP) génére les progéniteurs granulocytaires et
macrophagiques (GMP) et les progéniteurs lymphoides communs (CLP). Ce mod¢le
est schématisé Figure 2C.

Quelle que soit la lignée hématopoiétique considérée, le processus de différenciation
s’établit selon une certaine chronologie entrainant de nombreuses étapes de
maturation. Les différents niveaux représentés par les CSH multipotentes, les
progéniteurs communs multipotents, les précurseurs engagés et les cellules
différenciées, sont caractéris€s par des modifications progressives aux niveaux

morphologique, biochimique et fonctionnel.
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Figure 1 : L’hématopoiese

La cellule souche hématopoiétique (CSH) est engagée vers la lignée myéloide ou
lymphoide. Elle génére des cellules progénitrices myéloides (CPM) ou lymphoides
(CPL). Ces progéniteurs vont se différencier de fagon spécifique et donner I’ensemble
des cellules sanguines. ProT ou B: pro-lymphoblaste T ou B; preT ou B: pré-
lymphoblaste T ou B; PME : Progéniteur Mégacaryo-Erythroide; CFU-: Colony
Forming Units-; BFU-: Burst Forming Units-; PGM : Progéniteur Granulocyte-
Monocyte ; GM: Granulocyte-Monocyte; B: Basophile; Eo: Eosinophile; MK:
Mégacaryocyte; E : Erythroide; IL: interleukine; SCF: stem cell factor; GM-CSF:
granulomonocyte-stem cell factor; M-CSF: monocyte-stem cell factor; TPO:

thrombopoiétine; EPO: érythropoiétine (Adapté de (Orkin et al. 2008)).
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Figure 2: Les différents modeles de différenciation des cellules souches

hématopoiétiques

Les cellules souches hématopoiétiques (CSH) peuvent se différencier de fagon
hiérarchique, selon 3 mod¢les différents. A : Le modele classique montre que les CSH
donnent naissance aux progéniteurs multipotents (MPP) qui générent les progéniteurs
my¢loides communs (CMP) ou les progéniteurs lymphoides communs (CLP). B : Les
CSH donnent naissance aux progéniteurs my¢loides avec des cellules érythroides
potentielles (MyE) ou aux progéniteurs myéloides avec des cellules B et T
potentielles (MyBT). Les progéniteurs MyBT donnent ensuite naissance aux
progéniteurs my¢loides avec des cellules B potentielles (MyB) et aux progéniteurs
my¢loides avec des cellules T potentielles (MyT). C : Les CSH donnent naissance aux
progéniteurs mégacaryo-érythroides (PME) ou aux progéniteurs lymphoides
multipotents intermédiaires (LMPP). Ces progéniteurs intermédiaires (LMPP) vont
ensuite donner naissance aux progéniteurs Granulocytes-Macrophages (PGM) ou aux

progéniteurs lymphoides communs (Adapté de (Ema et al. 2014)).
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La régulation de ’autorenouvellement, de la prolifération et de la différenciation de
toutes ces cellules implique 1’action de cytokines, de chémokines, de facteurs de
croissance (Figure 3) et de facteurs de transcription (Figure 4) (Broxmeyer et al.
1989; Broxmeyer et al. 2005; Wickrema et al. 2007) ainsi que des interactions cellule-
cellule impliquant les cellules stromales de la moelle osseuse.

Les différentes cellules hématopoiétiques proliférent, se différencient et acheévent leur
maturation dans la moelle osseuse pour gagner ensuite la circulation sanguine et
remplir leur fonction au niveau des tissus. Les lymphocytes T font exception
puisqu’ils terminent leur maturation dans le thymus, les nceuds lymphatiques et la

rate.
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Figure 3: L’hématopoiése et les différentes cytokines impliquées dans ce

processus

La cellule souche hématopoiétique (CSH) est engagée vers la lignée myé¢loide ou
lymphoide sous D’effet de cytokines spécifiques. La CSH génére des cellules
progénitrices myéloides (CPM) ou lymphoides (CPL). L’action des différentes
combinaisons de cytokines sur ces progéniteurs va conduire a la production de la
totalit¢ des cellules sanguines. ProT ou B: pro-lymphoblaste T ou B; preT ou B: pré-
lymphoblaste T ou B; PME : Progéniteur Mégacaryo-Erythroide; CFU-: Colony
Forming Units-; BFU-: Burst Forming Units-; PGM : Progéniteur Granulocyte-
Monocyte ; GM: Granulocyte-Monocyte; B: Basophile; Eo: Eosinophile; MK:
Meégacaryocyte; E : Erythroide; IL: interleukine; SCF: stem cell factor; GM-CSF:
granulomonocyte-stem cell factor; M-CSF: monocyte-stem cell factor; TPO:

thrombopoiétine; EPO: érythropoiétine (Adapté de (Orkin et al. 2008)).
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Figure 4 : Les facteurs de transcription au cours de ’hématopoiese

La différenciation des cellules hématopoiétiques a partir de la cellule souche (CSH)
vers la lignée my¢loide ou lymphoide est dépendante de I’expression et de la
combinaison des facteurs de transcription. CPM : cellules progénitrices my¢loides ;
CPL : cellules progénitrices lymphoides ; ProT ou B: pro-lymphoblaste T ou B; preT
ou B: pré-lymphoblaste T ou B; PME : Progéniteur Mégacaryo-Erythroide; CFU-:
Colony Forming Units-; BFU-: Burst Forming Units-; PGM: Progéniteur
Granulocyte-Monocyte ; GM: Granulocyte-Monocyte; B: Basophile; Eo: Eosinophile;
MK: Mégacaryocyte; E : Erythroide; Lmo-2 : LIM only protein 2 ; Scl/Tal-1 : Stem
cell leukemia/T-cell acute lymphoblastic leukemia 1; RUNXI : Runt-related
transcription factor FOG-1 : Friend of GATA-1; EKLF : Erythroid Kruppel-like
factor; NF-E2: Nuclear factor erythroid; C/EBP: CCAAT-enhancer binding
protein ; Fli-1: Friend leukemia integration 1: XBP1: X-box binding protein 1
(Adapté de (Orkin et al. 2008)).
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Les cellules hématopoiétiques sont caractérisées par des marqueurs de surface
(antigénes) permettant de définir 1’appartenance d’une cellule a une lignée
hématopoiétique (lignée érythrocytaire, lymphocytaire, granulocytaire,...) et son
stade de différenciation. En effet, en fonction de leur stade de différenciation, les
cellules vont exprimer des antigénes de surface différents, appelés CD (cluster de
différenciation). Par exemple, les CSH expriment des marqueurs de surface qui leur
sont caractéristiques tels que le CD34 et le CD90 (également appelé Thy-1) qui sont
des glycoprotéines transmembranaires fortement glycosylées. Le marqueur CD135
¢galement appelé FLT3 ou FLK2, est un récepteur tyrosine kinase qui sert
généralement a différencier les CSH qui n’expriment pas ce marqueur (CD135-), des
progéniteurs multipotents qui I’expriment (CD135+).

Les CSH peuvent ¢galement étre identifiées et isolées par immunomarquage et tri
magnétique sur colonne (Broxmeyer et al. 1989; Broxmeyer et al. 1993; Broxmeyer et
al. 2005).

Les sources de cellules souches hématopoiétiques et de progéniteurs CD34" sont
diverses, mais c’est dans la moelle osseuse qu’elles sont les plus abondantes. Elles
sont ¢galement présentes, en quantité plus faible, dans le sang de cordon ombilical qui
constitue une source intéressante, compte tenu de la relative simplicité du
prélevement qui est dépourvu de risque et ne provoque pas de douleur. Le sang
périphérique renferme également des cellules CD34", mais bien que la source soit
facilement disponible, la quantité¢ de cellules reste treés faible. Le sang de cordon
ombilical représente une bonne alternative en tant que source de cellules souches

hématopoiétiques et de progéniteurs CD34".

1.2 L’Erythropoiése et 1la mégacaryopoiése dérivent d’un

progéniteur commun

1.2.1 L’Erythropoiése

L’¢érythropoicse est un processus physiologique complexe qui permet la formation des
érythrocytes ¢également appelés hématies ou globules rouges matures. Les
érythrocytes de forme biconcave, anucléés et composés essentiellement

d’hémoglobine, jouent un role essentiel dans le transport de I’oxygene moléculaire
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vers les tissus, permettant ainsi le maintien de leur oxygénation. Ils assurent
¢galement le transport du CO; des tissus vers les poumons afin de I’évacuer.

A partir d'une CSH, deux cent milliards d’érythrocytes sont produits par jour,
représentant ainsi le plus grand rendement du systéeme hématopoiétique. La durée
d’une érythropoi¢se normale, a partir du pro- érythroblaste est de 5 jours. La durée de
vie des globules rouges est en moyenne de 120 jours ce qui implique une régulation

fine et précise de leur production afin de maintenir I’homéostasie du systeme.

Description de 1’érythropoiése au niveau moléculaire :

Au début de la vie embryonnaire, les premiéres hématies apparaissent au 21°™ jour de
I’embryogénése, dans les ilots sanguins du sac vitellin. A partir du 2™ mois,
I’érythropoicse se localise dans le foie et la rate qui deviennent les principaux lieux de

5™ mois, elle se localise exclusivement au

production érythrocytaire. A partir du
niveau de la moelle osseuse (Orkin et al. 2008).

L’¢érythropoiese peut étre divisée en deux étapes: 1’érythropoicse précoce et
I’érythropoicse tardive.

Les CFU-GEMM (Colony Forming Unit Granulocyte-Erythrocyte-Megakaryocyte-
Macrophage), qui proviennent directement des CSH, sont caractérisées par
'expression des marqueurs de surface cellulaire comme le CD33, CD34 et Human
Leucocyte Antigen (HLA)-DR. Sous I’influence de cytokines comme I’interleukine-3
(IL3) et de facteurs de croissance comme le Stem cell factor (SCF) ou les CFU-
GEMM vont se différencier en progéniteurs érythroides immatures appelés BFU-E
(Burst Forming Unit-Erythroid), qui constituent les progéniteurs engagés les plus
précoces et identifiables ex vivo (Gregory et al. 1978). Ces grandes colonies contenant
jusqu'a plusieurs milliers de cellules tres riches en hémoglobine, apparaissent dans les
cultures de méthylcellulose apres 10 a 14 jours. Les BFU-E expriment ¢galement le
CD33, CD34 et HLA-DR mais la maturation de ces cellules s’accompagne d’une
augmentation progressive des récepteurs a l'érythropoiétine (EpoR), rendant les
cellules de plus en plus dépendantes a 1'Epo (Dessypris et al. 1988). Les BFU-E sont
sensibles a un grand nombre de cytokines qui conditionnent la croissance, la
différenciation et la survie de ces cellules. Par exemple, I’IL3 stimule la croissance
des BFU-E. In vitro et in vivo, cette cytokine semble étre indispensable pour rendre

les cellules progénitrices sensibles a 1’action d’autres cytokines. L’IL3 va induire des
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signaux a travers différentes voies de signalisation et influence donc la différenciation
des cellules et la production des cellules matures.

D’autres facteurs comme le SCF, la thrombopoiétine (TPO) et I'IL11 jouent
¢galement un rdéle important (Dzierzak et al. 2013). La liaison du SCF a son récepteur
c-kit induit des signaux intracellulaires de survie et de prolifération des progéniteurs
érythroides. Lorsque la TPO est utilisée in vitro avec I'IL3 et I’'IL11, cette
combinaison de cytokines entraine une augmentation de la prolifération des BFU-E.
De plus, IL11 est aussi capable de stimuler la prolifération des BFU-E en présence
d’IL3 et en absence d’Epo.

Les plus matures des progéniteurs €rythroides sont les CFU-E (colony- forming units-
erythroid). Ces cellules résultent de la maturation des BFU-E et n'expriment plus les
marqueurs d'immaturité tels que le CD34 et le HLA-DR alors qu’elles expriment a
leur surface I’EpoR, le CD36, le récepteur a la transferrine CD71, puis la
glycophorine A (GPA). L’expression de la GPA est augmentée lors de la maturation
érythroide terminale. De toutes les cellules progénitrices érythroides, les CFU-E sont
celles qui présentent le plus haut niveau d’expression de récepteurs a 1I’Epo, rendant
ces cellules dépendantes de cette cytokine. L’Epo devient alors indispensable a leur
survie et leur différenciation. Aprés 3 a 5 divisions cellulaires en 3 jours, sous 1’effet
de I’Epo, les CFU-E perdent leur capacité de se diviser, aboutissant au stade terminal

de différenciation avec I’expulsion du noyau des cellules (énucléation).

La caractérisation morphologique de la différenciation érythroide :

Dans la moelle osseuse, les CFU-E génerent précurseurs érythroblastiques : les
proérythroblastes qui génerent les érythroblastes basophiles, polychromatophiles et
orthochromatophiles, qui eux donnent les réticulocytes puis les érythrocytes matures
(Figure 5). Lors de la progression de la différenciation et de la maturation érythroide,
des modifications morphologiques des érythroblastes sont observées. Ces
modifications se traduisent par une diminution de la taille des cellules, la
condensation de la chromatine, I’hémoglobinisation et I’énucléation. Dans la moelle
osseuse, la différenciation terminale des <érythroblastes s’effectue en étroite
interaction avec des macrophages pour former des « ilots érythroblastiques » (Figure
6). Des ¢tudes antérieures ont montré que les macrophages sont capables d’induire

I’érythropoicse en transférant directement le fer aux progéniteurs érythroides (Bessis
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et al. 1962). Récemment, il a été démontré dans une culture d'ilots érythroblastiques
que la ferritine produite par les macrophages serait libérée par exocytose et engloutie
par les érythroblastes par endocytose. Une fois a l'intérieur des érythroblastes, le fer
serait libéré de la ferritine par acidification et protéolyse et serait ainsi disponible pour
la production d'héme au niveau des précurseurs érythroides (de Back et al. 2014). Au
cours de la dernicre étape de la différenciation érythroide, 1'érythroblaste expulse son
noyau formant ainsi un réticulocyte. Lors de ce processus, le macrophage joue un role
essentiel car il va phagocyter et dégrader le noyau expulsé, et donc promouvoir
I'érythropoiese. L’expulsion du noyau est un phénoméne mécanique qui entraine une
perte progressive d’affinité du réticulocyte pour le macrophage, ce qui conduit au
passage du réticulocyte dans la circulation sanguine. L’interaction entre les
macrophages et les globules rouges peut avoir lieu dans la rate et le foie, notamment

lors de la dégradation des réticulocytes agés et en fin de vie (Mebius et al. 2005).
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Figure 5 : L’érythropoiése

L’¢érythropoicse est le processus qui conduit a la production des globules rouges, ou
érythrocytes, a partir d’une cellule progénitrice myéloide. Au cours de la
différenciation érythroide des changements morphologiques apparaissent : la
diminution de la taille cellulaire et du noyau, la condensation de la chromatine,
I'augmentation du contenu en hémoglobine et enfin D’expulsion du noyau
(énucléation). CSH : Cellule souche hématopoiétique ; BFU-E : Burst forming unit
erythroid ; CFU-E : colony forming unit erythroid ; Pro: Proérythroblaste; Baso :
Erythroblaste basophile ; Poly: Erythroblaste polychromatophile ; Ortho:
Erythroblaste orthochromatophile ; Ret: Réticulocyte # Erythrocyte = Globules

rouges.
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Figure 6 : Les ilots érythroblastiques Dans la moelle osseuse, I’érythropoiése se
déroule en étroite collaboration avec des macrophages, formant des filots
érythroblastiques. CSH : Cellule souche hématopoiétique ; BFU-E : Burst forming
unit erythroid ; CFU-E : colony forming unit erythroid ; Pro: Proérythroblaste; Baso :
Erythroblaste basophile; Poly: Erythroblaste polychromatophile; Ortho :
Erythroblaste orthochromatophile (Adapté de (Ingley et al. 2004)).
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Le proérythroblaste est une grosse cellule mesurant de 20 a 25 um de diamétre, avec
un gros noyau rond ou légeérement ovale, qui occupe environ 80% de la cellule. Le
noyau présente un ou deux nucléoles. Dans ces cellules, le cytoplasme qui est
basophile forme un rebord mince autour du noyau et la chromatine est finement
granulaire.

Le stade suivant correspond aux érythroblastes basophiles, cellules plus petites,
mesurant de 16 a 20 um de diameétre. Le noyau est parfaitement rond et le nucléole
disparait. La chromatine se condense et I’hétérochromatine commence a apparaitre.
Le rapport nucléo-cytoplasmique reste élevé mais le cytoplasme trés basophile, est
plus abondant que dans le stade précédant. A ce stade, ’hémoglobine commence a
étre synthétisée. Ces cellules proliférent et donnent naissance aux érythroblastes
polychromatophiles qui correspondent au premier stade d’érythroblastes matures. Ce
sont de petites cellules de 10 a 15 um de diametre. La particularité de cette étape est
I'accumulation progressive de I'hémoglobine dans le cytoplasme, réduisant ainsi sa
basophilie. Le noyau qui est devenu plus petit et plus dense reste central. La
chromatine est toujours trés dense prenant la forme de «rayons de roue ». Ces
cellules sont les dernieres a avoir la capacité de proliférer.

Le stade suivant, formé par les érythroblastes acidophiles, est ultime car il correspond
au dernier stade nucléé de la maturation érythroblastique. Les érythroblastes
acidophiles sont de petites cellules de 8 a 9 um de diamétre, guere plus grandes
qu’une hématie. A ce stade, le cytoplasme est rempli d’hémoglobine. Le noyau est
rond, pycnotique et légérement excentré. L’expulsion du noyau donnera naissance a
un réticulocyte. Les réticulocytes sont des petites cellules anucléées, acidophiles,
ayant une forme irréguliere. Ces cellules se développent dans la moelle osseuse, puis
vont circuler durant une journée dans le sang, avant de devenir des globules rouges
matures ou érythrocytes. Ces cellules sont appelées réticulocytes car elles contiennent
un réseau réticulaire (maille) de I'ARN ribosomal qui devient visible sous un
microscope, aprés coloration par le bleu de Crésyl. La durée de vie d’un réticulocyte
est d'environ trois jours.

Les érythrocytes sont de petites cellules d’environ 7 pm de diametre, formant un
disque biconcave. Ces cellules sont anucléées et ont un cytoplasme riche en
hémoglobine, mais pauvre en organites. Leur fonction principale est d’assurer le
transport du dioxygéne (O;). Une diminution du taux d’hémoglobine entraine une

anémie.
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La caractérisation phénotypique de la différenciation érythroide :

La différenciation érythroide peut étre caractérisée par I’expression du principal
marqueur phénotypique, I’hémoglobine (Hb), et I’expression de marqueurs de surface
spécifiques comme le CD36, le CD71 (récepteur a la transferrine), le récepteur a
I’érythropoiétine (EpoR), la GPA (glycophorine A) (Nakahata et al. 1994; Robb
2007). Le marqueur CD34 est encore exprimé au stade tres précoce de BFU-E mais sa
disparition des le stade CFU-E témoigne de la progression du processus de

différenciation (Figure 7).

CD34 )
CD36

CD71

GPA

EpoR

Figure 7 : Les principaux marqueurs de différenciation érythrocytaire

Les progéniteurs et les précurseurs érythroides expriment a leur surface des
marqueurs nécessaires a la progression de la différenciation cellulaire. EpoR:
récepteur a [D’érythropoiétine; CD34: protéine d’adhésion exprimée par les
progéniteurs hématopoiétiques; CD36: protéine d’adhésion exprimée principalement
par les précurseurs érythroides; CD71: récepteur de la transferrine; GPA:

Glycophorine A (Adapté de (Spivak 2005)).
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* L’hémoglobine

L’hémoglobine est le constituant majeur des globules rouges. Dans un sens, elle sert
au transport de ’oxygene des poumons vers les tissus et vice-versa, elle facilite le
transport du dioxyde de carbone pour son €élimination. Dans la circulation artérielle,
qui va des poumons vers les tissus, I’hémoglobine a une forte affinité pour I'oxygene
et une faible affinité pour le dioxyde de carbone, les phosphates organiques et les ions
hydrogene et chlorure. Dans la circulation veineuse, ces affinités relatives sont
inversées.

L’hémoglobine humaine est formée de quatre chaines polypeptidiques de globines
identiques deux a deux. Il existe plusieurs génes de globines organisés en deux
familles : a et B, situés respectivement sur les chromosomes 16 et 11. La famille des
globines a est constituée du géne codant pour la globine embryonnaire z€ta C, suivi
des globines al et a2 qui sont des composants de 1’hémoglobine adulte. La famille
des globines P est constituée de la globine embryonnaire epsilon €, suivi des genes
des globines feetales y (Gy et Ay) puis des génes des globines adultes delta 0 et beta
. La séquence des geénes de globines qui sont alignés le long des chromosomes,
correspond a I’ordre dans lequel les différents genes seront exprimés au cours du
développement. Avant la naissance, le foetus utilise ’hémoglobine feetale (F) formée
de deux chaines alpha o et deux chaines gamma y (a2y2). Aprés la naissance,
I’hémoglobine adulte (A) (a2f2), est majoritaire (97%), alors que 1’hémoglobine D
(0202) (2%) et I’hémoglobine F (1%) sont peu exprimées. Chaque chaine
polypeptidique est repliée selon une certaine conformation, lui donnant ainsi une
forme globuleuse avec une poche dans laquelle vient se loger ’héme. L’héme est un
cofacteur constitué d’une structure aromatique, la porphyrine, qui est associée a un
ion ferreux Fe’". Chacun des quatre ions Fe*", présents dans une molécule d’Hb, se
combine de fagon réversible a une molécule d’oxygene O,. La transferrine est une f3-
globuline qui assure le transport du fer sous forme d’ions ferriques (Fe'") dans le
sang. Le foie est le site principal de la synthese de la transferrine, mais d'autres tissus
et organes, tels que le cerveau, peuvent également la produire (Macedo et al. 2008).
Son réle principal est de fournir les ions Fe’™ aux érythrocytes. La transferrine peut
pénétrer dans les érythroblastes par endocytose grace a des récepteurs membranaires
(CD71). Le recyclage du fer est finement régulé et contrdlé par I’hepcidine qui est une

hormone peptidique produite par le foie (Nicolas et al. 2002; Beaumont et al. 2005).
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Cette derniere régule I'homéostasie du fer chez les humains tout en maintenant des

niveaux normaux de fer dans 1’organisme.

* L’érythropoiétine

L’érythropoiétine (Epo) est essentielle a l’activation de 1’érythropoicse et a la
maturation des progéniteurs érythroides ainsi qu’au maintien de 1’approvisionnement
des tissus en oxygene. Cette glycoprotéine circulante, de 165 acides aminés, est
principalement produite dans le foie chez le feetus et par les cellules interstitielles
(fibroblastes) du rein apres la naissance. La production d'Epo est finement régulée au
niveau transcriptionnel par le facteur de transcription HIF (Hypoxia Inducible Factor).
L’expression du gene Epo est sous la dépendance d'un site « enhancer » situé en 3' de
son signal de polyadénylation. Dans des conditions d’hypoxie (diminution du taux
d’oxygene dans le sang), le complexe transcriptionnel HIF est capable de se fixer sur
cet « enhancer » pour activer l'expression du gene Epo. Dans les conditions de
normoxie (concentration physiologique d’oxygene dans le sang), ce géne est réprimé
par le facteur de transcription GATA-2. Par contre, dans les conditions d’hypoxie,
I’expression de GATA-2 diminue, ce qui active D’expression du geéne de I’Epo
(Jelkmann 2011).

L’interaction de I’Epo avec son récepteur (EpoR) entrailne une cascade de
signalisation qui induit la différenciation des progéniteurs érythroides en CFU-E.

Le récepteur a I’Epo est une glycoprotéine transmembranaire de type 1 ayant pour
ligand naturel I’Epo. L’Epo se fixe a son récepteur via deux sites, ’'un de haute
affinité (ordre du nanomolaire) et I’autre de faible affinité (ordre du micromolaire)
entrainant ainsi la configuration dimérique, unique du récepteur. Une protéine
accessoire principale, Janus kinase 2 (JAK2), essentielle pour la signalisation de
EpoR, se lie au récepteur lors de la maturation de la protéine dans le réticulum
endoplasmique. L’homodimérisation du récepteur en présence d’Epo, entraine la
transphosphorylation des protéines kinases JAK2 sur des résidus tyrosine qui se
trouvent a l'intérieur de la région cytoplasmique de I’EpoR. Ces sites phosphorylés
servent d'ancrage pour le facteur de transcription « Signal Transducer and Activator
of Transcription » STAT-5 et des kinases comme la PI3K (Phosphatidylinositol 3-
kinase) et la MAP kinase (MAPK) qui seront elles-mémes activées par
phosphorylation. La protéine kinase C (PKC) régule la formation du dimere suite a la

fixation du ligand et elle est nécessaire pour la phosphorylation et I’activation du
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réceptur. L’activation de ces voies de signalisation va promouvoir la survie, la
différenciation et la prolifération des progéniteurs érythroides (Sinclair 2013). Un
certain nombre de molécules ont ét¢ impliquées dans la régulation négative de la
signalisation de ’EpoR, comme Src homology phosphatase-1 (SHP-1), Suppressors
of cytokine signalling (SOCS)-1 et SOCS-3. L’absence de régulation négative de la
signalisation de 1'EpoR peut étre associée a une polyglobulie familiale (Sasaki et al.

1999; Yasukawa et al. 2000).

1.2.2 La mégacaryopoiése

La mégacaryopoi¢se constitue 1’ensemble des mécanismes qui conduisent a la
différenciation des thrombocytes ou plaquettes. Chez 1’adulte, 10" plaquettes sont
produites par jour a 1’état normal et la production peut augmenter de 20 fois ou plus
en cas de saignement ou d’inflammation. Les plaquettes sont des petits fragments de
cellules anucléées de 1 a 3 um de diametre. Les plaquettes, qui, historiquement
faisaient référence a « la poussiere du sang », sont indispensables lors des processus
d’homéostasie, de cicatrisation, d’angiogenese, d’inflammation et d’immunité innée

(Kaushansky 2008).

La caractérisation morphologique de la différenciation mégacaryocytaire :

La mégacaryopoicse s’effectue des la naissance dans la moelle osseuse. Il s’agit d’un
systeme de différenciation tout a fait original dans lequel les plaquettes sont générées
par des cellules géantes, les mégacaryocytes, par fragmentation de leur cytoplasme.
Les mégacaryocytes proviennent de progéniteurs communs a 1’érythropoicse et a la
mégacaryopoicse, les PME, qui se différencient en BFU-MK (Burst Forming Unit-
Megakaryocyte) puis en CFU-MK (Colony Forming Unit-Megakaryocyte). Les CFU-
MK générent les pro-mégacaryoblastes puis les mégacaryoblastes (ou mégacaryocyte
stade I). Les mégacaryoblastes se différencient ensuite en promégacaryocytes puis en
mégacaryocytes qui donneront par la suite les plaquettes (Figure 8). Au cours de la
maturation, le noyau rond s’invagine puis devient polylobé et la chromatine se
condense. Le cytoplasme se modifie et devient basophile (mégacaryocyte basophile

ou mégacaryocyte stade II), s’enrichit en granulations (mégacaryocyte granuleux ou
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mégacaryocyte stade III) puis libere des plaquettes par fragmentation (mégacaryocyte
plaquettaire).

Les BFU-MK et les CFU-MK sont identifiables grace a des antigénes membranaires
spécifiques (Figure 9) (Chang et al. 2007). Les BFU-MK expriment les marqueurs
CD34 et CD117 et les CFU-MK expriment les marqueurs CD34, CD38 et CD33. Les
pro-mégacaryoblastes expriment les marqueurs CD33, CD41, CD61 et contiennent de
la peroxydase plaquettaire (PPO). Les mégacaryoblastes et les mégacaryocytes

expriment les marqueurs CD41, CD61, CD42a et CD42b.
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Figure 8 : La mégacaryopoiése

La mégacaryopoicse est le processus qui conduit a la production des plaquettes, a
partir d’une cellule progénitrice myé¢loide. Au cours de la différenciation
mégacaryocytaire des changements morphologiques apparaissent : le noyau rond
s’invagine puis devient polylobé et la chromatine se condense. Le cytoplasme devient
basophile puis granuleux pour ensuite se fragmenter et libérer les plaquettes. BFU-
MK : Burst forming unit-Megakaryocyte ; CFU-MK : colony forming unit-
Megakaryocyte ; Pro-MKB: Pro-mégacaryoblaste; MKB : Mégacaryoblaste ; Pro-MK
: Pro-mégacaryocyte ; MK : Mégacaryocyte (Adapté de (Chang et al. 2007).
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Figure 9 : Les principaux marqueurs de différenciation mégacaryocytaire

Les progéniteurs et les précurseurs mégacaryocytaires expriment a leur surface des
marqueurs nécessaires a la progression de la différenciation cellulaire. CD34: protéine
d’adhésion exprimée par les progéniteurs hématopoiétiques; CD38, CDI117:
Récepteur transmembranaire a activité¢ tyrosine kinase, c-kit, CD33, CD4l1:
GPIIb/IIa, CD61 : GPIIla, CD42a/CD42b : GPIX/GPIb (Adapté¢ de (Chang et al.
2007).
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La régulation de la mégacaryopoiese au niveau cellulaire :

Trois parameétres cellulaires indépendants régulent la mégacaryopoicse (Geddis
2010) :

- Le nombre de mégacaryocytes dans la moelle osseuse

- Le volume des mégacaryocytes et leur ploidie avec un taux d’ADN pouvant varier
par endomitose de 2N a 64N voire 128N, avec augmentation parallele de la
production plaquettaire.

- La maturation cytoplasmique des mégacaryocytes nécessite le développement d’un
réseau important de membranes internes (membranes de démarcation) qui serviront
ensuite de membranes cytoplasmiques aux plaquettes.

Les facteurs humoraux de régulation ont une action qui peut étre précoce. Le GM-
CSF et I’IL3 induisent la formation de colonies mégacaryocytaires en stimulant les
progéniteurs BFU-MK et CFU-MK. Le Stem Cell Factor (SCF) exerce ¢galement un
effet synergique avec I’IL-3 et le GM-CSF en augmentant le nombre et la taille des
colonies mégacaryocytaires (Kaushansky 2008). D’autres facteurs agissent plus
tardivement comme la thrombopoiétine (TPO) qui est un facteur humoral de
croissance essentiel a la mégacaryopoiese. La TPO agit sur la polyploidisation, la
maturation cytoplasmique, la fragmentation et la production des plaquettes. Ce facteur
se lie a un récepteur spécifique, restreint a la lignée mégacaryocytaire et codé par un
proto-oncogene c-mpl (Wendling et al. 1996). Des études ont montré que 1’activité
biologique de la TPO vis-a-vis de la mégacaryopoiese est inversement corrélée a la
numération des plaquettes circulantes. D’autres facteurs de croissance contribuent a
une production normale des plaquettes par la moelle osseuse comme I’IL-6 qui
augmente la taille, la ploidie et la maturation cytoplasmique et I’Epo qui exerce aussi

un role au niveau de la maturation.
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1.2.3 La régulation de la différenciation érythro/mégacaryocytaire

au niveau moléculaire

1.2.3.1 Les facteurs de transcription

Les facteurs de transcription (FT) jouent un rdle essentiel dans la régulation de
I’hématopoiese (Orkin, 2000) (Figure 10). Le mécanisme d’action des FT nécessite :

- Un domaine de liaison a I’ADN leur permettant de se fixer a une séquence
spécifique située généralement en amont des sites d’initiation de la transcription des
genes-cibles a transcrire. Toutes les conformations de FT permettant leur liaison a
I’ADN, « doigts de zinc / zinc fingers », « Hélice-boucle-hélice basique / basic-helix-
loop-helix », « fermeture-éclair a leucine / basic leucine zipper » et homéodomaines
connus, sont retrouvées dans 1’hématopoicse.

- Un domaine transactivateur qui permet le recrutement de co-régulateurs
transcriptionnels pouvant €tre activateur ou répresseur. Ces co-régulateurs peuvent
agir directement sur la transcription en recrutant la machinerie transcriptionnelle sur
les promoteurs, ou agir sur 1’état de condensation de la chromatine en acétylant ou
désacétylant spécifiquement certains résidus lysines des histones. L’acétylation ou la
désacétylation des résidus aura respectivement, un effet activateur ou répresseur sur la

transcription.

Les facteurs de la famille GATA

Les facteurs de transcription a doigts de zinc de la famille GATA, ont émergé comme
des régulateurs de I’expression des genes dans les cellules hématopoiétiques. Ces
facteurs de transcription reconnaissent une séquence consensus WGATAR ou W
représente les bases azotées adénine (A) ou Thymine (T) et R représente les bases
azotées adénine (A) ou guanine (G) (Merika et al. 1993). Les structures en doigt de
zinc sont aussi impliquées dans les interactions protéine/protéine. Six membres de
cette famille ont ¢té identifiés chez les vertébrés. Chacun posséde un domaine de
liaison a I’ADN hautement conservé, avec deux doigts de zinc ayant pour motif Cys-
X2-Cys-X17-Cys-X2-Cys, dans lesquels les quatre résidus cystéine (Cys) sont liés a
un atome de zinc central. Sur base de leurs profils d'expression, les protéines GATA
ont été divisées en deux sous-familles : Les facteurs GATA-1, -2, et -3 sont exprimés

dans les cellules hématopoiétiques alors que GATA-4, -5, -6 sont exprimés dans
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différents tissus dérivés du mésoderme et de I'endoderme, tels que le ceeur, le foie, le

poumon, la gonade, et I'intestin (Molkentin 2000).
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Figure 10 : Les principaux facteurs de transcription impliqués dans la régulation

de I’érythropoiése et de la mégacaryopoiése.

La décision de D’engagement du progéniteur PME (Progéniteur Mégacaryo-
Erythroide) vers la voie érythroide qui donne naissance aux érythrocytes ou vers la
voie mégacaryocytaire qui donne naissance aux plaquettes, est régulée par des

facteurs de transcription. MK : Mégacaryocytes (Adapté de (Dore et al. 2011)).
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GATA-1:

Le facteur de transcription GATA-1 joue un role crucial dans le bon déroulement de
I’érythropoiese, notamment lors des phases tardives (Pevny et al. 1995) mais aussi
lors de la différenciation des mégacaryocytes, des granulocytes ¢osinophiles et des
mastocytes. La protéine contient une région N-terminale qui lui confére une activité
de transcription et un domaine C-terminal qui permet la liaison a I'ADN et a d'autres
facteurs. La séquence G-A-T-A spécifiquement reconnue par les FT GATA comme
un site de liaison, est trés largement représentée au niveau des promoteurs des genes
de globines et de la plupart des autres genes spécifiques de la voie érythroide comme
les enzymes du métabolisme de 1’héme, de la GPA, de I’EpoR mais aussi du gene
anti-apoptotique Bcl-xp (Gregory et al. 1999). De plus, les sites de liaison du facteur
GATA-1 sont également retrouvés sur les promoteurs de genes spécifiquement
impliqués dans la différenciation mégacaryocytaire, comme gplX, gpllb, c-mpl
(Szalai et al. 20006).

Dans les cellules humaines érythroides, il existe deux isoformes différentes de
GATA-1 résultant de sites d’initiation alternatifs de la traduction (Calligaris et al.
1995). Le gene codant pour ’ARNm de GATA-1 est capable de donner une protéine
complete de 47 kDa et une protéine plus courte de 40kDa appelée GATA-1s. GATA-
Is différe de GATA-1 par ’absence de 83 acides aminés au niveau de la région N-
terminale. Les 2 isoformes ont montré une activité de liaison a I’ADN pratiquement
identique mais GATA-1s possede une activité transcriptionnelle moins importante
que la protéine de pleine longueur. Le domaine C-terminal, qui est présent dans les
deux isoformes, permet 1’association avec d’autres protéines, qui possedent également
un domaine en « doigt de zinc ». En effet, GATA-1 est capable d’interagir avec
d’autres protéines nucléaires et ces interactions entrainent I’activation ou la répression
de I’expression des genes-cibles lors de la différenciation érythroide (Morceau et al.

2004) ou mégacaryocytaire (Elagib et al. 2003).

Parmi les différentes protéines interagissant avec GATA-1, le cofacteur « Friend of
GATA » (FOG)-1 est essentiel a tous les stades de la différenciation érythro-
mégacaryocytaire. Cette protéine de 998 acides aminés, largement exprimée dans les
cellules érythroides et mégacaryocytaires, contient neuf doigts de zinc (Tsang et al.
1997). Quatre d’entre eux sont capables d’interagir avec GATA-1 de fagon

individuelle. Lors du développement embryonnaire, FOG-1 est co-exprimé avec
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GATA-1. L’interaction entre ces deux protéines est essentielle pour le bon
déroulement de I’érythropoicse et de la mégacaryopoiese (Dore et al. 2011). La
réalisation du test de double hybride chez la levure (Tsang et al. 1997), a montré que
FOG-1 interagissait avec GATA-1, en se liant au doigt de la partie N-terminale de ce
dernier, montrant ainsi que FOG-1 agit comme un cofacteur de GATA-1. D’autres
travaux ont montré que le facteur de remodelage de la chromatine, NuRD, interagit
avec ’extrémité N-terminale de FOG-1 et que cette interaction est importante pour
I’activation ou la répression des génes régulés par GATA-1/FOG-1 (Miccio et al.
2010). Lors de la différenciation mégacaryocytaire, 1’interaction entre NuRD et
GATA-1/FOG-1 est requise pour le bon développement des mégacaryocytes.

Outre FOG-1, de nombreuses protéines qui interagissent entre elles peuvent former
des complexes autour de GATA-1 pour moduler son activité transcriptionnelle. Lmo2
(Lim-only protein 2) est une protéine a « doigt de zinc » capable d’interagir avec
GATA-1, Tal-1 (T-cell acute lymphocytic leukemia protein 1), TCF3 (E2A
immunoglobulin enhancer-binding factors E12/E47) et Ldbl (LIM domain-binding
protein 1) pour former un complexe protéique capable de se lier a I’ADN pour activer
la transcription des genes €rythroides cibles (Wadman et al. 1997). Dans ce complexe,
SCL est indispensable pour le développement érythrocytaire mais aussi pour le
développement mégacaryocytaire (Wen et al. 2011).

L’acétylation de la protéine GATA-1 est une modification post-traductionnelle
importante pour son activité. La réalisation d’une expérience d’immuno-précipitation
sur des extraits nucléaires de cellules érythroides, a montré que GATA-1 est capable
d’interagir avec CREB-binding protein (CBP) (Blobel et al. 1998). La protéine p300
associée possede une activité acétyl transférase qui est capable d’acétyler GATA-1,
permettant la fixation de ce facteur de transcription a I’ADN et I’activation de son

activité transcriptionnelle.

GATA-2:

Le facteur de transcription GATA-2 est exprimé par les progéniteurs
hématopoiétiques, incluant les cellules érythroides précoces, les mastocytes, les
mégacaryocytes, ainsi que les cellules souches embryonnaires non hématopoiétiques.
Outre son role dans la régulation des voies de différenciation, GATA-2 est exprimé
précocement dans les CSH ou il joue un role important dans 1’activation de la

prolifération cellulaire. La surexpression de GATA-2 entraine la différenciation
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mégacaryocytaire des cellules au détriment de la différenciation érythroide. Dans les
cellules érythroides matures, ’expression de GATA-2 est rapidement diminuée par
I’activation de GATA-1 (Ikonomi et al. 2000). En effet, GATA-1 et GATA-2 sont des
facteurs de transcription appartenant a la méme famille mais qui ont des profils
d’expression opposés au cours de la différenciation érythroide. Il existe un véritable
modele de régulation dynamique entre GATA-1 et GATA-2 (Ferreira et al. 2005).
Dans le cas des progéniteurs immatures, le facteur de transcription GATA-2 est
exprimé et I’expression de GATA-1 est inhibée. GATA-2 est capable d’activer la
transcription de son propre gene. Par contre aux stades précoces de la différenciation
érythroide, GATA-2 est capable d’activer la transcription de GATA-1 et au cours du
développement, GATA-1 pourra réprimer 1’expression du gene GATA-2. Au cours du
développement érythroide, GATA-1 présente donc un pic d’expression aux stades
CFU-E et proérythroblaste. A ce stade, GATA-1 remplace GATA-2 sur le promoteur
du géne de GATA-2 et inhibe son expression (Figure 11) (Bresnick et al. 2010).
L’échange entre les facteurs GATA nécessite I’interaction de GATA-1 avec le co-
facteur transcriptionnel FOG-1. Afin de moduler la transcription des genes ciblés par
les facteurs GATA, le facteur FOG-1 peut recruter d’autres cofacteurs au complexe
GATA-1/FOG-1, comme par exemple le complexe de remodelage de la chromatine
NuRD. L’interaction entre NuRD et FOG-1 fournit un mécanisme qui mene a la

répression des genes régulés par GATA-1 (Vicente et al. 2012).
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Figure 11: La balance GATA-1/GATA-2 impliquée dans la régulation de

I’érythropoiése

GATA-2 est exprimé dans les progéniteurs immatures. Il joue un rdle dans la
régulation de sa propre expression, en se liant au niveau du promoteur de son gene et
en activant sa transcription. Pendant la différenciation érythroide, 1’expression de
GATA-1 présente un aux stades CFU-E et proérythroblastes. Lorsque GATA-1 est
exprimé, il va remplacer GATA-2 au niveau du promoteur du gene de GATA-2 et
donc inhiber la transcription de GATA-2. L’échange entre les facteurs GATA requiert
I’interaction de différentes protéines comme GATA-1 avec FOG-1 et de FOG-1 avec
NuRD (Adapté de (Vicente et al. 2012)).
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Les facteurs de la famille ETS :

Les facteurs de transcription appartenant a la famille ETS (E26 transformation-
specific) sont impliqués dans la régulation de la différenciation érythro-
mégacaryocytaire. Le facteur PU.1 (Spil) est un des principaux régulateurs
hématopoiétiques, ayant un role particulier lors de la différenciation myéloide et
lymphoide. Le niveau d’expression de PU.1 varie de maniere dynamique au cours de
I’hématopoiese afin d’orienter les CSH vers 1'une ou l’autre des voies de
différenciation hématopoiétique. PU.1 est surexprimé dans les macrophages et les
lymphocytes B alors qu’il est exprimé a des niveaux plus faibles, dans les cellules
¢rythroides matures, les mégacaryocytes et dans les cellules T. L’expression
inappropri¢e de PU.1, dans les cellules hématopoiétiques spécifiques, peut conduire a
une transformation leucémique, comme dans le cas des lymphomes a cellules T ou
des érythroleucémies (Moreau-Gachelin et al. 1996; Rosenbauer et al. 2004). Des
travaux ont montré que GATA-1 et PU.1 peuvent interagir physiquement et s’inhiber
mutuellement. La partie N-terminale et C-terminale de PU.l1 peuvent interagir
physiquement avec la partie C-terminale de GATA-1. Il est connu que la partie N-
terminale de PU.1, contenant 70 acides aminés, mais pas la partie C terminale, est
requise pour bloquer spécifiquement la liaison de GATA-1 a ’ADN (Zhang et al.
2000).

Outre PU.1, d’autres facteurs ETS sont impliqués dans la différenciation érythro-
mégacaryocytaire. Fli-1 est un régulateur positif de la mégacaryopoiese (Hart et al.
2000) alors qu’il régule la différenciation érythroide de maniere négative (Athanasiou
et al. 2000). GABP-a est un régulateur des genes spécifiques qui sont exprimés
pendant les stades précoces de la mégacaryopoicse. Il régule I’expression des genes
allb et de c-mpl (Pang et al. 2006). Au cours de la maturation, le ratio GABP-a/Fli-1
diminue ce qui est bien corrélé a la régulation de 1’expression des genes précoces par
GABP-a et des genes tardifs par Fli-1.

ETS-1 est surexprimé lors du développement mégacaryocytaire et sa surexpression
dans les cellules CD34", entraine la différenciation des cellules vers la voie

mégacaryocytaire, au détriment de 1’érythropoiese (Dore et al. 2012).
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Les autres facteurs de transcription

EKLF (Erythroid Kuppel-Like Factor) :

EKLF est une protéine a trois « doigts de zinc » qui se lie aux boites de séquences
« CACCC », situées a 90 et 105 nucléotides du site d’initiation de la transcription.
Ces sites caractérisent les promoteurs de genes érythroides. Au niveau du promoteur
de la globine B, GATA-1 fixe et active EKLF (Gregory et al. 1996). Pendant
I’érythropoicse, ce facteur régule les progéniteurs érythroides notamment lors de leur
engagement vers la voie €rythroide. Lorsque des genes érythroides spécifiques sont
exprimés, le facteur EKLF est impliqué lors de la transition de I’expression des
globines. Ce facteur peut aussi jouer un role lors de la maturation terminale, lorsque

les cellules sortent du cycle cellulaire (Siatecka et al. 2011).

NF-E2 (Nuclear Factor Erythroid 2) :

Ce facteur de transcription est un hétérodimere formé par la sous-unité p45 et la petite
sous unit¢ Maf (pI18). NF-E2 est exprimé par les cellules ¢érythroides,
mégacaryocytaires et des mastocytes. Concernant la voie mégacaryocytaire, des
travaux ont montré le rdle critique de ce facteur de transcription pour la production
des plaquettes par les mégacaryocytes. En effet, NF-E2 régule I’expression de deux
genes, Selp et Myl9, spécifiquement requis pour la production plaquettaire (Fujita et
al. 2013). Des travaux portant sur la voie érythroide ont montré que NF-E2 active la
transcription du géne de la y-globine (Woon Kim et al. 2011). La surexpression de
NF-E2 peut également retarder la phase précoce de la maturation érythroide, ce qui
entraine une expansion de progéniteurs érythroides, amplifiant ainsi le nombre

d'érythrocytes dérivés d'une cellule CD34" (Mutschler et al. 2009).

RUNXI1 (Runt-related transcription factor 1) :

RUNXI1 et son cofacteur CBFp (Core Binding Factor 3) sont fortement exprimés
pendant la différenciation mégacaryocytaire des PME (Progéniteur Mégacaryo-
Erythroide) et leur expression est diminuée pendant les phases précoces de
I’érythropoiese. Ce facteur de transcription interagit é¢galement avec GATA-1 lors de
I’activation des promoteurs de génes impliqués dans la mégacaryopoiese (Elagib et al.
2003). L absence d’expression de RUNXI1 a un effet important sur la différenciation

mégacaryocytaire terminale entrainant ainsi, la formation des plaquettes in vivo.
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c-Myb :

Le proto-oncogéne c-Myb, est un régulateur essentiel de I'hématopoicse, qui agit sur
la croissance, la survie, la prolifération et la différenciation des cellules
hématopoiétiques. C-Myb joue un role essentiel dans l'engagement des cellules
souches vers la voie mégacaryocytaire ou érythrocytaire. c-Myb et GATA-1
interagissent afin d’assurer une différenciation mégacaryocytaire correcte. Le facteur
c-Myb influenge €galement les progéniteurs vers cette voie de différenciation, mais a
la différence de GATA-I, il n'a pas d'effet sur le processus de différenciation
terminale (Garcia et al. 2011). Concernant la différenciation érythroide, c-Myb
intervient au niveau des stades précoces de 1’érythropoic¢se. Son expression est ¢levée
dans les CFU-E et dans les érythroblastes. Dans les cellules érythroleucémiques, qui
sont bloquées au stade CFU-E, c-Myb peut agir comme un inhibiteur de la

différenciation érythroide terminale (Vegiopoulos et al. 2006).
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1.2.3.2 Les microARN

*  Généralités :

Les microARN (miR) sont décrits comme de petits ARN non codant de 20 a 22 bases
capables de s’apparier a des séquences complémentaires dans la région 3’-non
traduite (3°’NT) des ARNm. Ils régulent ainsi I’expression des geénes principalement
par la répression de la traduction mais aussi dans certains cas en favorisant la
dégradation des ARNm. Chez I’Homme, 30% des genes sont régulés par les miR.
Leur découverte est récente puisque le premier miR a été décrit en 1993 dans le
nématode Caenorhabditis elegans. Cet ARN non codant appelé lin-4 module
I'expression du geéne lin-14, codant pour une protéine impliquée dans Ile
développement chez C. elegans (Lee et al. 1993). 1l est de plus en plus évident que les
miR jouent un role central dans la plupart des processus cellulaires et en particulier au
cours du développement embryonnaire (Byon et al. 2012).

Les mécanismes moléculaires qui permettent de coordonner 1’engagement des cellules
souches vers les différentes voies de différenciation jusqu’a la maturation terminale
restent peu connus. Considérés comme une nouvelle classe de régulateurs (séquence-
spécifique) de l'expression génique, les miR peuvent former un réseau de régulation
avec des facteurs de croissance et des facteurs de transcription afin de controler les
processus de différenciation cellulaire, de la cellule souche a la cellule mature (Zhan
et al. 2007). Différents miR sont exprimés par les cellules hématopoiétiques et en

particulier dans les cellules érythroides.

* Localisation génique :
Les génes codant pour les miR sont localisés dans les régions intergéniques, au niveau
des introns ou des exons. Certains miR sont retrouvés dans des unités géniques
indépendantes et possedent leurs propres promoteurs (Figure 12A). D’autres miR sont
retrouvés dans des unités géniques qui codent pour les pré-ARNm, au niveau des
introns ou des exons (Figure 12B). Dans ce cas, ils sont sous le contréle du promoteur
du geéne qui les porte. Les miR peuvent étre sous forme monocistronique ou
polycistronique. Généralement, les miR provenant des polycistrons, ont un niveau
d’expression similaire (Liang et al. 2007; Ozsolak et al. 2008), mais certaines

stratégies peuvent exister pour découpler I’expression des miR d’un méme groupe ou
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« cluster » (Sun et al. 2009). Chez ’homme, 88% des miR seraient dans des introns,

10% dans des exons et 2% chevaucheraient un exon et un intron.

* Biogénese des miR :

A ce jour, plus de 2000 miR matures ont été identifiés (d’aprés miRBase) chez
I’Homme. La plupart des miR sont transcrits par I’ARN polymérase II. Comme tout
autre ARN, ils sont transcrits sous le controle de facteurs de transcription pour
produire dans un premier temps les miR primaires (pri-miR). Dans le noyau, les pri-
miR sont clivés a la base de la structure en tige-boucle, par une ribonucléase nucléaire
de la famille des ARNases III, Drosha liée a son cofacteur Pasha. Un pri-miR peut
contenir plusieurs structures en tige boucle. Le clivage d’un pri-miR donne naissance
a des pré-miR sous forme de duplex d’ARN d’une longueur d’environ 70 bases. Les
pré-miR sont ensuite exportés vers le cytoplasme par 1’exportine 5 et son cofacteur
Ran-GTP, ou ils vont subir des transformations pour aboutir au miR mature. La
premicre transformation consiste a éliminer la boucle qui caractérise le pré-miR et a
séparer le double brin par un complexe protéique, DICER. Un autre complexe, RISC
(RNA-induced silencing complex), permet de tronquer les miR simple brin ainsi
obtenus pour produire le miR mature qui pourra s’apparier a la région 3’NT de
I’ARNm cible, avec une complémentarité plus ou moins parfaite (Figure 13).

Une autre voie de production minoritaire des miR implique la machinerie d’épissage.
Dans ce cas, le miR appelé mirtron, est situ¢ dans les introns des génes codant pour
un ARNm. Ces introns sont appelés mirtrons puisqu’ils sont traités par la machinerie
d'épissage. Apres 1’épissage, I'intron n’est pas dégradé mais se structure en tige-

boucle pour former le pré-miR (Westholm et al. 2011).
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Figure 12 : Localisation génomique des miR

A. Les miR peuvent étre codés dans des unités géniques indépendantes soit sous
forme polycistronique (plusieurs tige-boucles, Cluster de pri-miR), soit sous forme
monocistronique (une seule tige-boucle, Pri-miR).

B. Les miR peuvent se retrouver dans des unités géniques codant des pré-ARNm,

sous forme de cluster ou non (Adapté de (Ul Hussain 2012)).
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Figure 13 : La biogénése des miR

Les genes qui codent pour les miR sont transcrits par I’ARN polymeérase 1I (Pol II)
dans le noyau sous forme d’un long transcrit ou pri-miR. Dans le noyau, le transcrit
est clivé par une ARNase III (Drosha) et son cofacteur Pasha pour produire un pré-
miR d’environ 70 nucléotides. Le pré-miR est exporté vers le cytoplasme sous
I’action de ’exportine 5 et son cofacteur Ran-GTP. Dans le cytoplasme, le pré-miR
va constituer un duplex transitoire miR:miR de 22 nucléotides, sous le controle de
DICER, une autre ARNase. Le duplex est incorporé dans le complexe protéique
RISC. Le brin mature du complexe est retenu et va réguler de fagon négative son
ARNm cible. Les miR régulent les ARNm selon deux mécanismes. En cas de
complémentarité parfaite avec I’ARNm cible, I’ARNm est clivé par des ribonucléases
en utilisant un complexe RISC similaire a celui de I’ARN interférence. Si la
complémentarité est imparfaite avec I’ARNm, le miR se fixe au niveau de sa région

3’NT et réprime ainsi la traduction.
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* Mode d’action des miR

L’action des miR représente le dernier niveau de régulation 1ié¢ a I’épigénétique. Ces
miR vont agir principalement de maniere post traductionnelle. Les miR vont cibler la
région 3’NT de ’ARNm cible et en cas de complémentarité parfaite avec ’ARNm
cible, celui-ci est clivé par des ribonucléases en utilisant un complexe RISC similaire
a celui de ’ARN interférence. Si la complémentarité est imparfaite avec I’ARNm, le
miR réprime ainsi la traduction. L’inhibition de la traduction est le mode d’action
principal des miR. Il existe différents mécanismes qui conduisent a 1’inhibition de la
traduction (Eulalio et al. 2008). Les miR peuvent bloquer I’¢élongation de la traduction
ou provoquer la dissociation des ribosomes au niveau de I’ARNm (Figure 14A). Dans
certains cas, les miR ne vont pas bloquer directement la traduction mais vont dégrader
la chaine polypeptidique naissante (Figure 14B). Les miR peuvent également agir au
niveau des étapes précoces de la traduction, c’est a dire avant 1’¢longation. Dans ce
cas, la protéine Argonaute (Ago) va entrer en compétition avec le facteur d’initiation
eucaryote (elF4E) lors de la liaison spécifique de cette protéine a la coiffe de
I’ARNm. La protéine elF4E fait partie du facteur multiprotéique elF4F responsable
de I’initiation de la traduction (Figure 14C). La protéine Ago peut également recruter
la protéine elF6, ce qui empéche la sous-unité ribosomique 60S d'adhérer a sous-unité
40S (Figure 14D). Dans les conditions normales de traduction, la coiffe se lie a la
queue polyA par I'intermédiaire des protéines elF4E et e[F4G et forme une boucle.
Dans certains cas, la protéine Ago peut empécher la formation de la boucle par un
mécanisme encore mal compris, qui comprend la déadénylation (Figure 14E). Les
miR peuvent également entrainer la dégradation de I’ARNm. En effet, les miR vont
recruter des complexes protéiques qui vont permettre la déadénylation, 1’enlévement
de la coiffe et qui favorisent la dégradation de I’ARNm-cible (Figure 14F).

Des travaux récents ont montré que les miR pouvaient réguler directement la
transcription génique dans les cellules de mammiferes notamment par la répression de
I’expression du géne codant pour le facteur de transcription NFI-A (Nuclear Factor
I/A) par le miR-223. NFI-A est connu pour €tre un répresseur de la granulopoiese et
une cible du miR-223. Aprées I’induction de la granulopoiese par 1’acide rétinoique, le
miR-223 se retrouve dans le noyau de la cellule ou il se lie directement au promoteur
de NFI-A. Cette liaison sert de guide pour le recrutement de complexes protéiques
spécifiques, qui vont bloquer la transcription du géne. Ces complexes, appelés

Polycomb, sont des répresseurs transcriptionnels capables de maintenir la chromatine
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dans un état inactivé, via des modifications post-traductionnelles des histones. Dans
ce cas, les marques répressives H3K27m3 augmentent, induisant la répression
transcriptionnelle par inhibition de la liaison de I’ARN polymérase II au site

d’initiation de la transcription (Zardo et al. 2012).
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Figure 14 : Les différents modes d’action des miR au niveau de la traduction

A. La protéine Argonaute (Ago) agit sur les ribosomes pour inhiber la traduction de
I’ARNm.
B. Les polypeptides en cours d’élongation sont protéolysés.

C. Inhibition de la liaison de la protéine eIF4E a la coiffe. Inhibition de Ia
circularisation du transcrit nécessaire a la traduction.

D. La protéine Ago empéche la liaison des sous-unités ribosomales a I’ARNm.

E/F : Déadénylation et suppression de la coiffe empéchant la circularisation de I’ARN

(Adapté de (Eulalio et al. 2008)).
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Les miR et I’hématopoiése

L’hématopoiese est un processus complexe régulé par de nombreux mécanismes
moléculaires incluant I’action des miR. L’expression d’un grand nombre de genes
impliqués dans 1’engagement et la différenciation des cellules souches
hématopoiétiques est régulée par de nombreux miR. L'expression aberrante de miR
peut entrainer des cancers hématologiques, comme les leucémies myé¢loides
chroniques, les leucémies lymphoides chroniques, les myélomes multiples, et les
lymphomes a cellules B (Undi et al. 2013).

Certains miR jouent un role crucial dans I’homéostasie érythroide (Figure 15A). Les
miR-144/451 sont fortement impliqués dans le contréle du développement érythroide.
Ces miR ont pour cible ’ARNm de GATA-2 chez le « Zebrafish », conduisant a une
diminution de I’expression de ce facteur de transcription. GATA-2 n’a pas encore été
décrit comme une cible de ces miR chez les mammiferes. Il est décrit dans la
littérature, que le facteur de transcription GATA-1 régule I’expression des miR-
144/451, en se liant a un €lément de régulation situ¢ en amont du promoteur du gene
portant le cluster de miR-144/451. La liaison de GATA-1 au niveau de I’élément de
régulation, active la transcription par I’ARN polymeérase II, d’un seul ARN précurseur
(pri-miR) codant pour les deux miR matures (Dore et al. 2008). Les travaux de
Rasmussen et al. ont montré que la transcription du géne codant pour le cluster de
miR-144/451 est strictement dépendante de la protéine Argonaute 2 (Ago2) et que ce
cluster est requis pour ’homéostasie érythroide. En absence d’Ago2 chez les souris
Ago2™, I’expression des miR-144 et 451 est complétement réprimée. Pour montrer
I’importance du cluster au niveau du développement érythroide, les auteurs ont utilisé
des souris déficientes pour le cluster de miR-144/451 et ont observé une déficience au
niveau de la maturation des érythroblastes provoquant des hyperplasies érythroides,
des splénomégalies et des anémies 1égeres (Rasmussen et al. 2010). Les miR-221/222
ciblent la région 3’NT de I’ARNm de c-kit, ce qui entraine [’inhibition de
I’érythropoiése dans les cellules CD34" et la diminution de la croissance des cellules
érythroleucémiques TF-1 (Felli et al. 2005). Le facteur de transcription c-Myb et le
miR-15a sont impliqués dans la transition entre les stades BFU-E et CFU-E.
L'expression de c-Myb est €¢levée dans les cellules hématopoiétiques primitives et sa
diminution est une condition essentielle pour la différenciation terminale. Il a été
montré que le facteur de transcription c-Myb est capable d’activer la transcription du

miR-15a. De plus, le miR-15a cible la région 3°’NT de ’ARNm de c-Myb, bloquant
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les cellules en phase G1 du cycle cellulaire. Il existe donc une boucle de régulation
(rétrocontrdle) entre c-Myb et le miR-15a dans les cellules hématopoiétiques (Zhao et
al. 2009). Lors du développement embryonnaire, I'hémoglobine feetale (a2y2) est la
protéine porteuse d'oxygéne essentielle au 2°™ et 3™ trimestre. Cette protéine va
progressivement diminuer pour laisser place a 1’hémoglobine adulte (a2f82). Des
travaux ont montré que le miR-96 inhibe I’expression de la y-globine conduisant a la
répression de 1’érythropoiese (Azzouzi et al. 2011). Dans le cas de trisomie 13,
I’expression du gene de la y-globine est régulée de facon anormale (régulation
positive) par le cluster de miR-15a/16-1. Le segment du chromosome 13 contient les
genes des miR-15 et miR-16. La surexpression de ces miR, conduit a une régulation
négative de leur géne cible c-Myb, entrainant une expression ¢levée de 'hémoglobine

feetale (Sankaran et al. 2011).

Concernant la voie mégacaryocytaire (MK), les miR sont impliqués dans le contrdle
du développement des mégacaryocytes et dans la libération des plaquettes. Au niveau
de cette voie, il existe un véritable micro-réseau de régulation entre les miR et les
facteurs de transcription (Figure 15B). Ainsi, le miR-155 est trés exprimé dans les
progéniteurs hématopoiétiques CD34" alors qu’il diminue fortement au cours de la
différenciation MK. Des études fonctionnelles ont montré que 1'expression forcée du
miR-155 altére la prolifération et la différenciation des cellules MK. Cette
surexpression provoque une diminution de I’expression des facteurs de transcription
Ets-1 et Meis qui sont des cibles de ce miR, avec des fonctions bien connues dans les
cellules MK. En conclusion la diminution de ce miR et donc 1’expression des facteurs
Ets-1 et Meis-1 sont nécessaires pour la prolifération et la différenciation des
progéniteurs MK (Romania et al. 2008). Le miR-34a contribue a la différenciation
MK en ciblant c-Myb et les kinases cyclines dépendantes (CDK), réprimant ainsi la
prolifération tout en favorisant la différenciation des cellules (Navarro et al. 2009). Le
miR-150 favorise la différenciation des progéniteurs PME plutot vers la voie MK que
vers la voie érythroide. La TPO induit le miR-150 qui va lui méme cibler c-Myb. Il a
¢té montré que dans les tumeurs plaquettaires myéloprolifératives, le miR-28a est
surexprimé, ce qui bloque la différenciation MK des cellules CD34" en ciblant le
récepteur a la TPO (Girardot et al. 2010). Le facteur de transcription RUNXI est

capable d’activer la transcription du miR-27a qui va lui méme cibler ’ARNm de
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RUNX1, diminuant ainsi son expression (Ben-Ami et al. 2009). D’autres miR comme
le miR-126, miR-10a/10b, miR-17, miR-130a, miR-20, miR-146a sont impliqués
dans la différenciation MK. Concernant les miR-109, miR-126, miR-20 et miR-155,

leur expression est inhibée lors de la différenciation MK (Undi et al. 2013).
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Figure 15 : Les principaux miR et facteurs de transcription impliqués dans la

régulation de I’érythropoiése et de la mégacaryopoiése.

L’¢érythropoicse (A) et la mégacaryopoiese (B) sont contrdlées par un micro-réseau de
régulation entre les miR et les facteurs de transcription. Les miR régulent I’expression
de facteurs érythroides et mégacaryocytaires et les facteurs de transcription régulent
I’expression des miR impliqués dans ces voies. CSH: Cellule souche
hématopoiétique ; CPM : Cellule Progénitrice Myéloide ; PME : Progéniteur Erythro-
Mégacaryocyte ; BFU-E : Burst forming unit erythroid ; CFU-E : colony forming unit
erythroid ; Ret: Réticulocytes; Pro-MK : Promégacaryoblastes ; MK
Mégacaryoblastes.
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1.3 La régulation épigénétique de I’expression des génes par les

HDAC

1.3.1 L’acétylation des histones

1.3.1.1 La chromatine

La transcription des genes dans les cellules eucaryotes est régulée par la structure de
I’ADN qui permet ou non I’accessibilité des facteurs de transcription au niveau des
promoteurs des genes. En effet, ' ADN se trouve compacté dans le noyau sous forme
de chromatine, qui est la structure de base des chromosomes eucaryotes. La
chromatine correspond a un complexe trés organisé et dynamique d’ADN et de
protéines histones et non histones (Figure 16). La sous-unit¢ fondamentale de la
chromatine est le nucléosome, qui représente le premier niveau de compaction de
I’ADN (Kornberg et al. 1999). Les nucléosomes sont des structures composées par
146 paires de bases d’ADN enroulées autour d'un octamere d’histones (deux copies
de chaque histone: H2A, H2B, H3 et H4). Ces histones constituent la « particule de
ceeur » du nucléosome. L’histone H1 est une histone de liaison de I’ADN a la
particule de coeur qui permet de sceller le nucléosome. La succession de nucléosomes
forme la fibre chromatinienne de 11 nm de diameétre et cette fibre peut elle méme
adopter des niveaux d’organisation plus compacts. L’architecture locale de la
chromatine est donc un facteur important impliqué dans la régulation de 1’expression
des geénes. La forme condensée de la chromatine (hétérochromatine) est inactive en
terme de transcription alors que la forme décondensée (euchromatine) correspond a
une forme active. Lors de 1’activation de la transcription des genes, I’ADN qui est
normalement inaccessible aux protéines et au complexe d’activation de la
transcription, devient accessible grace a la modification des histones. La partie N-
terminale des histones, qui est non structurée et qui sort du nucléosome, posseéde de
nombreux résidus susceptibles de subir des modifications post-traductionnelles
spécifiques (Figure 17). En effet, cette queue d’histones (histone tail) peut subir des
méthylations (Zhang et al. 2001), des acétylations (Sterner et al. 2000), des
phosphorylations (Nowak et al. 2004) mais aussi des propionylations et butyrylations
(Chen et al. 2007), des ubiquitinations (Sun et al. 2002; Osley 2004), des
sumoylations (Nathan et al. 2003), des ADP ribosylations (Golderer et al. 1991), des
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glycosylations (Liebich et al. 1993; Gugliucci 1994), des biotinylations (Stanley et al.
2001; Rodriguez-Melendez et al. 2003) et des carbonylations (Wondrak et al. 2000).
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Figure 16 : Les différents niveaux d’organisation de la chromatine

Introduction

Le nucléosome est 1'unité fondamentale de la chromatine. Il est composé¢ d’un

octamére d’histones formé de deux histones H2A, H2B, H3 et H4. L’ADN vient

s’enrouler autour de cette structure. L’enchainement de plusieurs nucléosomes forme

la fibre chromatinienne de 11 nm de diamétre. Cette fibre va ensuite former des

niveaux d’organisation plus compacts pour former la chromatine.
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Figure 17 : Principales modifications post-traductionnelles des histones

Les modifications majeures de la queue N-terminale des histones H2A, H2B, H3 et
H4 se font au niveau de certains résidus, a des positions spécifiques indiquées par un

chiffre en dessous de la séquence (Adapté de (Folmer et al. 2010))
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1.3.1.2 Les modifications post-traductionnelles des histones

Les modifications post-traductionnelles des histones sont générées par différentes
enzymes spécifiques qui peuvent agir seules, de facon séquentielle ou en
combinaison. Ces modifications représentent le « code des histones » qui est impliqué
dans la régulation de 1’expression des génes (Margueron et al. 2005). Dans les années
1960, Allfrey et al. ont proposé que I’acétylation des histones pourrait avoir un role
central dans la régulation de la structure et la fonction de la chromatine (Allfrey et al.
1964). Aujourd’hui, il existe de nombreuses preuves que 1’acétylation des résidus
lysine des histones (Hong et al. 1993) et des protéines non histoniques (Bergel et al.
2000), peut moduler la structure locale de la chromatine et en particulier, modifier les
interactions ADN/histones, histone/histones et histones/protéines non histoniques.
D’une fagon générale, 1’acétylation catalysée par les histones acétyl transférases
(HAT), est corrélée a 1’activation transcriptionnelle et donc a I’expression des genes,
alors que la désacétylation, résultant de [Dactivit¢ enzymatique des histones
désacétylases (HDAC), est associée a la répression de la transcription et donc a
I’inhibition de I’expression des genes (Grunstein 1997; Wade et al. 1997; Peterson
2002) (Figure 18). L’acétylation des résidus lysine entraine une neutralisation des
charges positives de la queue N-terminale des histones, ce qui affaiblit 1’interaction
¢électrostatique entre histones et ADN. La chromatine peut alors se décondenser,
permettant 1'exposition de nombreux sites cis-régulateurs des genes a 1'ARN
polymérase II et aux protéines de régulation de la transcription (Grunstein 1997).
D’autres études ont décrit un modele alternatif, ou la queue des histones pourrait elle-
méme participer directement a la liaison des facteurs de transcription, qui
reconnaitraient les acides aminés modifiés (Vettese-Dadey et al. 1996; Vitolo et al.
2000; Margueron et al. 2005). Les deux classes d’enzymes, HAT et HDAC, possédent
donc des activités opposées permettant de maintenir un équilibre au niveau de

I’acétylation des résidus lysine des histones situées dans les nucléosomes.
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Figure 18 : Role des HAT et des HDAC sur ’activation de la transcription

L’acétylation des résidus lysines sur la chaine N-terminale des histones est catalysée
par les histones acétyl transférases (HAT). La réaction inverse est catalysée par les
histones désacétylases (HDAC). L’action des HAT entraine la décondensation de la
chromatine, ce qui permet aux différents facteurs de transcription, a 1I’ARN
polymérase II et aux autres éléments qui sont requis pour la transcription, de se lier a
I’ADN et ainsi d’initier la transcription des genes. L'enzyme HAT catalyse la réaction
de transfert du groupement acétyl non chargé provenant de l'acétyl Coenzyme A
(Acétyl-CoA) sur le groupement ammonium (-NH3") de la lysine (Adapté de (Folmer
et al. 2010)).
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Les histones acétyl transférases (HAT)

Plusieurs familles de HAT ont ét¢ identifiées. Les plus étudiées sont les GenS-related
N-acetyltransferase (GNAT)/p300/CBP associated factor (PCAF), p300/CREB-
binding protein (CBP) et MYST (pour les membres fondateurs MOZ, Ybf2/Sas3,
Sas2 et Tip60). Ces différentes familles vont agir spécifiquement sur certaines

histones et protéines non histones (Inche et al. 2006).

Les histones désacétylases (HDAC)

Dix-huit HDAC ont été identifiées incluant sept sirtuines. Chez ’Homme, les HDAC
sont divisées en quatre classes basées sur leur homologie avec les histones
désacétylases chez la levure (Gregoretti et al. 2004). Les classes I, II et IV sont des
métallo-enzymes dépendantes du zinc, alors que la classe III ou sirtuines sont des
désacétylases dépendantes de la nicotinamide adénine dinucléotide (NAD) (Grozinger
et al. 2002) (Tableau 1).

Les enzymes de classe I regroupent les HDAC 1, 2, 3 et 8. Ce sont des protéines de
350 a 500 acides aminés, exprimées dans la plupart des types cellulaires et localisées
dans le noyau (de Ruijter et al. 2003) a I’exception de la HDAC 3 qui peut aussi étre
localisée dans le cytoplasme.

Les enzymes de classe II sont divisées en deux sous-classes: la sous-classe Ila
regroupant HDAC 4, 5, 7 et 9 et la sous-classe IIb formée des HDAC 6 et 10. Ces
enzymes sont composées d’environ 1000 acides aminés. Leur domaine catalytique
contient plusieurs motifs conservés qui sont différents des enzymes de classe I (de
Ruijter et al. 2003) et les HDAC 6 et 10 contiennent un deuxiéme site catalytique. Les
HDAC de classe II sont capables de naviguer entre le noyau et le cytoplasme. Dans le
cytoplasme, cette classe d’enzyme désacétyle les protéines non histones.

Les enzymes de classe III regroupent les sirtuines et la classe IV, la HDAC 11.
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Tableau 1: Les différentes histones désacétylases (HDAC) exprimées chez

I’Humain

Les différentes classes d’HDAC sont déterminées selon leurs homologies de séquence
avec les histones désacétylases chez la levure. Comme présenté dans ce tableau, les
HDAC possédent un ou plusieurs domaines catalytiques, un mécanisme d’action Zn>"

ou NAD" dépendant et ont une localisation cytoplasmique ou nucléaire

Classe | Enzyme Domaine Mecanisme Localisation cellulaire
catalytique

I HDAC 1 1 Zn?** dépendant Noyau
HDAC 2 1 Zn?* dépendant Noyau
HDAC 3 1 Zn?* dépendant Noyau/cytoplasme
HDAC 8 1 Zn?* dépendant Noyau

ITa HDAC 4 1 Zn*" dépendant Noyau/cytoplasme
HDAC 5 1 Zn** dépendant Noyau/cytoplasme
HDAC 7 1 Zn** dépendant Noyau/cytoplasme
HDAC 9 1 Zn?* dépendant Noyau

IIb HDAC 6 2 Zn>* dépendant Noyau/cytoplasme
HDAC 10 2 Zn?* dépendant Noyau/cytoplasme

1 Sirtuine 1-7 1 NAD* dépendant | Noyau/cytoplasme

v HDAC 11 1 Zn?* dépendant Noyau
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1.3.1.3 Implication des histones désacétylases dans la regulation
I’hématopoiése

Les HDAC de Classe I sont globalement impliquées dans la croissance et la
différenciation cellulaires chez les mammiféres par la modification des structures de
la chromatine et l'expression des genes (Lagger et al. 2002; Yang et al. 2008).
Cependant, relativement peu de choses sont connues sur leurs roles spécifiques dans
I'hématopoicse normale. Une étude récente sur l'expression et la fonction des HDAC
de classe I dans les cellules hématopoiétiques humaines, a montré que l'expression de
ces HDAC est trés faible dans les cellules CD34" et que HDAC1 joue un réle dans la
spécification de la lignée au cours de I'hématopoiese. De plus, HDACI est
surexprimée dans les cellules de leucémie myéloide aigué (AML) et contribue a la
leucémogenese en perturbant la différenciation myéloide (Wada et al. 2009). Les
HDAC ne sont donc pas seulement des facteurs auxiliaires de la régulation
épigénétique, mais elles jouent un role direct dans la détermination du destin
cellulaire des progéniteurs hématopoiétiques.

L’expression de HDACI est augmentée au cours de la différenciation des différentes
cellules progénitrices avec une baisse de I’expression des facteurs GATA-2 et MZF-1,
qui sont abondamment exprimés dans les cellules progénitrices précoces (Nagai et al.
1994; Gaboli et al. 2001). Les progéniteurs my¢loides communs s’engagent vers la
voie érythro-mégacaryocytaire lorsque l'expression de HDACI1 est activée par
GATA-1. En revanche, ils se différencient en cellules myé¢loides, en particulier en
granulocytes, quand HDACI est inhibée par C/EBP (Wada et al. 2009). Yamamura et
al., ont montré que l'inhibition pharmacologique de l'activit¢ des HDAC améliore la
production des précurseurs engagés induite par L’IL3 et le SCF a partir de cellules
CD34" du sang périphérique humain et inhibe la différenciation érythroide induite par
I'Epo de ces précurseurs (Yamamura et al. 2006). Des données antérieures avaient
révélé que les HDAC ont diverses fonctions dans I'érythropoiese humaine adulte. En
effet, les HDAC régulent de fagon négative la croissance des précurseurs érythroides
précoces induite par I'IL3, en supprimant leur réactivité a cette cytokine. De plus,
elles jouent un role important dans la différenciation induite par I’Epo et la survie des

précurseurs érythroides (Fujieda et al. 2005; Yamamura et al. 2006).
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Des travaux plus récents ont montré que HDACS fait partie du complexe « nuclear
remodeling shuttle erythroid » (NuRSERY) avec les protéines GATA-1, EKLF,
pERK, présent dans les cellules érythroides humaines. Ce complexe est capable de

réguler ’expression des génes de globines (Varricchio et al. 2014).

1.3.1.4 Autres roles des HAT et des HDAC

Outre leur role dans la régulation de ’expression des genes, les HAT et les HDAC
jouent aussi un role important au niveau des interactions protéines/protéines, de la
liaison a I’ADN, de la stabilité¢ des protéines ou de la localisation cellulaire qui sont
impliqués dans de nombreux processus biologiques dans la cellule. Une activité
aberrante des HAT ou des HDAC entrainant un déséquilibre entre I’acétylation et la
désacétylation peut favoriser 1’apparition d’un cancer, de maladies neurologiques
(Parkinson, Alzheimer, épilepsie, ...), de maladies infectieuses (la malaria, la
toxoplasmose, le sida, ...), et de maladies inflammatoires (I’arthrite rhumatoide). De
plus, une dérégulation du couple HAT/HDAC peut étre impliquée dans les désordres
cardiovasculaires et les pathologies liées a 1’age (Folmer et al. 2010). Dans les
cellules tumorales, une activité anormalement élevée des HDAC peut empécher la
transcription de génes-clés régulant d’importantes fonctions, comme la prolifération
cellulaire, la différenciation, la régulation du cycle cellulaire ou 1’apoptose (Ropero et
al. 2007). Ainsi, les HDAC constituent une cible thérapeutique potentielle pour le
traitement des cancers, et de nombreux inhibiteurs d’HDAC ont ét¢ développés au

cours de la derniére décennie.

1.3.2 Les inhibiteurs d’HDAC

Les inhibiteurs d’HDAC (HDACi1) peuvent induire I’expression de génes conduisant a
la différenciation, a I’arrét du cycle cellulaire, a I’apoptose des cellules tumorales, a
I’angiogenese et a I’activation de certaines voies de signalisation qui modulent la
croissance cellulaire, la différenciation ou 1’apoptose (Hrabeta et al. 2013). Ces
inhibiteurs possedent des structures diverses qui agissent généralement en bloquant
I’acces au site actif des HDAC, de fagon réversible ou non.

Ces molécules inhibitrices sont classées en quatre groupes selon leur structure
chimique : Les acides hydroxamiques, les molécules a courtes chaines d’acide gras,

les tétrapeptides cycliques et les benzamides.
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Parmi les acides hydroxamiques les mieux décrits, la TSA (Trichostatine A) et le
SAHA (suberoylanilide acide hydroxamique) sont des pan-inhibiteurs des HDAC. A
I’origine, la TSA ¢tait utilisée comme agent antifongique, puis la propriété
antiproliférative de cette molécule sur les cellules cancéreuses a €ét¢ mise en évidence.
La capacité de la TSA a inhiber les HDAC a été découverte en 1990 (Yoshida et al.
1990) et cette molécule est efficace a des concentrations de I’ordre du nanomolaire in
vitro. En 2006, le SAHA également connu sous le nom de Vorinostat, devient le
premier pan-inhibiteur des HDAC approuvé par 1’autorité américaine en matiere de
sécurité alimentaire et sanitaire, la « Food and Drug Administration » (FDA) (Riester
et al. 2007). Ces deux inhibiteurs des HDAC ont une longue chaine aliphatique qui
peut entrer facilement dans la poche tubulaire de I’enzyme, ou est localisé le site actif.
Le groupe acide hydroxamique situé¢ a I’extrémité de la chaine aliphatique, chélate
I’ion zinc (Zn®") au fond de la poche de I’enzyme pour inactiver. De ’autre c6té, la
chaine bloque I’entrée du substrat dans la poche (Finnin et al. 1999).

La classe des tétrapeptides cycliques regroupe des composé€s présentant un haut
potentiel d’inhibition des HDAC. La plupart de ces composé€s sont des produits
naturels comme [D’apicidine (champignon) ou la Romidepsine (un depsipeptide
bactérien).

Dans la classe des benzamides, le N-acétyldinaline (CI-994) et le MS-275 sont en
phase d’essai clinique. Le MS-275 cible spécifiquement les HDAC de classe I (1, 2, 3
et 9) et est actuellement en phase II d’essais cliniques, sur les mélanomes
métastasiques (Seidel et al. 2012).

Parmi les HDACi de la classe des acides gras a courte chaine, les plus représentatifs
sont 1’acide butyrique, le phényl butyrate et I’acide valproique (VPA). Comme le
VPA, I’acide butyrique est capable d’inhiber les HDAC de classe 1 et Ila. I a été
suggéré que la sélectivité de I’acide butyrique et du VPA, concernant 1’inhibition des
classes d’HDAC I et Ila, résulterait de 1’absence de groupements aromatiques dans la
structure de ces 2 molécules. En effet, ces groupements aromatiques qui forment la
coiffe des inhibiteurs d’HDAC, sont nécessaires pour bloquer ’entrée du substrat
dans le site actif de I’enzyme. L’acide butyrique et le VPA qui ne possedent pas de
coiffe, ne sont pas tolérés dans la région hydrophobe du site actif des enzymes de
classe IIb (Bieliauskas et al. 2008). De plus, le fait que ces deux composés aient une

courte chaine aliphatique limite leur sélectivité.
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1.4 L’acide valproique

1.4.1 Un agent anti-convulsant

L’acide valproique (VPA), également appelé acide 2-propylpentanoique (CsH;60,) ou
acide n-dipropylacetique (Figure 19A), est un acide gras ramifi¢ a courtes chaines qui
dérive de 1’acide valérique (Figure 19B) isolé des rhizomes de la valériane (Valeriana
officinalis) de la famille des Valérianacées (Figure 19C). Cette molécule a été
synthétisée pour la premiére fois en 1882 par Burton (Burton 1882). Pendant prés d'un
siecle, cette molécule a été utilisée comme un solvant « physiologiquement inerte »
pour les composés organiques. C'est en 1963, lors d'une ¢tude axée sur les molécules
a fort potentiel d’activité anticonvulsive, que le VPA a été identifié comme un agent
capable de prévenir les convulsions induites par le pentyléne tétrazol chez les
rongeurs (Meunier et al. 1963; Lebreton et al. 1964; Lebreton et al. 1964). En
solution, cette molécule forme un liquide clair a température ambiante et sa demie-vie
in vivo est de 9 a 16h.

Le VPA modifie l'activit¢ de D’acide y-amino butyrique (GABA), qui est le
neurotransmetteur inhibiteur principal dans le systéme nerveux central, présent chez
les mammiféres et les oiseaux. Ce neuro-modulateur joue un réle important chez
I’adulte en empéchant une excitation prolongée des neurones, mais il peut également
avoir un réle neurotrophique, en favorisant la croissance de certains neurones. Les
effets inhibiteurs du GABA servent en fait a contrebalancer les effets excitateurs du
glutamate. Un déséquilibre entre ces deux neuromédiateurs est responsable de
I'épilepsie ou de l'ischémie cérébrale. Le VPA est capable d’inhiber la dégradation du
GABA en bloquant I’enzyme GABA transaminase (GABA-T), conduisant a
I’augmentation de sa concentration (Mesdjian et al. 1982). De plus, le VPA est aussi
capable d’atténuer 1’excitation induite par le N-méthyl-D-aspartate (Zeise et al. 1991;
Gean et al. 1994), de bloquer les canaux Na', Ca’" et K™ dépendants du voltage
(VanDongen et al. 1986) qui contrdlent 1’excitabilité intrinséque du systéme nerveux.
Le blocage de ces canaux par le VPA permet d’atténuer la dépolymérisation de la
membrane plasmique, qui entraine la libération anormale du neurotransmetteur

responsable des crises d’épilepsie.
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OH

Figure 19 : A. Formule développée de I’acide valproique, B. Formule développée

de I’acide valérique, C. Valériane officinale

Photo de J.F. Gaffard, Bucy-lés-Gy, juin 2004

http://www.pfaf.org/user/Plant.aspx?LatinName=Valeriana+officinalis
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Outre son utilisation en clinique comme médicament anticonvulsant et contre les
troubles bipolaires (McElroy et al. 1989), le VPA présente des effets bénéfiques sur la
dépression clinique (Calabrese et al. 1989), les crises d'absence (Erenberg et al. 1982;
Coppola et al. 2004), les crises tonico-cloniques, les crises partielles complexes (Dean
et al. 1988), I’épilepsie myoclonique juvénile (Calleja et al. 2001), les convulsions
associ¢ées au syndrome de Lennox-Gastaut, €galement connu sous le nom de
syndrome de Lennox (Friis 1998), les migraines et la schizophrénie. Le VPA est
commercialis€¢ sous le nom de Dépakote (France), Depakine (Belgique, France,
Suisse), Dépakine (France), Merck-valproate (Belgique), Micropakine lp (France),
Orfiril (Suisse) et Convulex (Belgique et Suisse).

1.4.2 Un modulateur épigénétique

Le VPA, inhibiteur des histones désacétylases

Au-dela de ses propriétés cliniques en neurologie, le VPA a ¢été plus récemment décrit
comme un inhibiteur des histones désacétylases (HDAC), faisant de cette molécule un
agent anti-cancéreux potentiel (Gurvich et al. 2004). Le VPA est capable de modifier
l'expression de nombreux genes jouant un rdle dans le contréle du cycle cellulaire, la
différenciation, la réparation de I'ADN et l'apoptose (Rosato et al. 2003; Martirosyan
et al. 2006; Savickiene et al. 2006; Chen et al. 2009).

Le VPA cible principalement les HDAC de la classe I (IC50 de I'ordre de 0,7 a 1
mM) (Gottlicher 2004) mais il peut aussi inhiber les HDAC de la classe II (IC50 de
I’ordre de 1 a 1,5 mM), excepté les HDAC 6 et 10 (Gurvich et al. 2004). 11 est
intéressant de mentionner que les HDAC de classes I et II ont été décrites comme
étant fortement impliquées dans la fonction neuronale, ce qui pourrait expliquer, en
plus de I’effet sur le GABA, I'action du VPA dans les pathologies neuronales.

Par ailleurs, étant donné que l'équilibre entre l'acétylation et la désacétylation,
contrdlé par les enzymes HAT et HDAC, n'est pas limité aux histones (Minucci et al.
2006), le VPA pourrait comme d'autres HDACi, moduler 1'activité d’autres types de
protéines comme des facteurs de transcription, des protéines chaperonnes ou des
suppresseurs de tumeur comme STAT-3, Ku70 (permettant la libération de Bax),

HSP90 et p53 (Choudhary et al. 2009). Pour toutes les voies de signalisation
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modulées, il n'est pas encore bien établi comment le VPA peut réguler des
mécanismes épigénétiques y compris l'inhibition de 'acétylation de molécules autres
que les histones, respectivement par d'autres mécanismes moléculaires.

Il est connu que 1’acide valproique peut cibler une large gamme de pathologies. En
effet, actuellement le VPA semble étre un bon candidat pour la thérapie des maladies
neurologiques, comme la maladie de Parkinson, ’atrophie musculaire spinale ou la
maladie de Huntington. Ce composé joue également un rdle au niveau de HDACI1 qui
est impliquée dans la maintenance du virus VIH dans les cellules infectées et dans
I’hématopoiese. D’autres €tudes ont montré que le VPA pourrait étre utilisé dans le

traitement de la dystrophie musculaire de Duchenne (Chateauvieux et al. 2010).

Le VPA favorise la déméthylation de I’ADN

Il est connu que la méthylation des ilots CpG de séquences régulatrices de I'ADN,
contribue a la régulation de l'expression génique. Une hyperméthylation du
promoteur, correspond généralement a une inhibition de l'expression des genes, et
cette hyperméthylation est controlée par I'ADN méthyltransferase (DNMT).
L'existence d'ADN déméthylase a été démontrée il y a une décennie, ce qui conduit a
une forme d'ADN déméthylée active (Bhattacharya et al. 1999; Ramchandani et al.
1999). Les HDACi ont été associés a la déméthylation de I'ADN et a la forme active
déméthylée. Le mécanisme exact n'est pas encore connu, mais le VPA pourrait
favoriser indirectement l'activité enzymatique des ADN déméthylases. Il a été montré
que le VPA empéche la méthylation de I’ADN grace a son activit¢ HDACI, puisque
lI'inhibition de I’enzyme HAT diminue l'effet de déméthylation produit par le VPA
(Cervoni et al. 2001; Cervoni et al. 2002).

Le VPA est également capable d'induire des mono-, di-ou tri-méthylations au niveau
des histones H3, notamment sur la lysine 4 (H3K4) (Bradbury et al. 2005;
Harikrishnan et al. 2008; Kaushansky 2008; Lunke et al. 2009).

1.4.3 L’acide valproique comme anticancéreux

Parmi les nombreux médicaments qui présentent un intérét dans le domaine de la
« thérapie moléculaire », ceux qui ont une action sur les mécanismes épigénétiques

sont encourageants, car ils sont capables de cibler la chromatine via les protéines
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associ¢ées (HDAC, DNMT, HP1 and SMC). Ainsi, les médicaments épigénétiques
affectent I'expression de nombreuses protéines et peuvent donc cibler un large panel
de pathologies, en particulier les cancers, en activant 1’expression des genes
suppresseurs de tumeurs réprimeés (Vigushin et al. 2002).

Le VPA est actuellement en essai clinique pour le traitement des maladies
neurologiques, des cancers et d’accoutumances ou en tant que complément aux agents
antiviraux.

Le VPA présente un effet anti-tumoral puissant sur une grande variété de cancers lors
des études précliniques in vitro et in vivo, grace a la modulation de multiples voies
incluant l'arrét du cycle cellulaire, I'angiogenese, 1'apoptose, la différenciation et la
sénescence. Ces effets semblent étre spécifiques du type cellulaire et peuvent
dépendre du degré de différenciation et, dans le cas du cancer, du degré d'altération
(Duenas-Gonzalez et al. 2008). La majorité des études précliniques concernant les
effets anti-tumoraux du VPA ont été effectuées sur des leucémies myéloides ou
lymphoides. Cependant, pour les tumeurs solides, les études pré-cliniques ont donné
des résultats plutdt intéressants. Par exemple, dans le cancer de la prostate, le VPA
induit I'apoptose dans des lignées cellulaires androgéno-dépendantes et indépendantes
et une inhibition de croissance dans des modeles de xénogreffes (Thelen et al. 2004;
Xia et al. 2006). Concernant le cancer du colon, le VPA induit 1'apoptose de fagon
significative dans certaines lignées cellulaires qui expriment la protéine APC
(polypose colique adénomateuse) et dans les cellules du cancer du c6lon primaire
(Friedmann et al. 2006). Dans le cas du cancer du sein, le VPA inhibe la croissance de
lignées cellulaires indépendantes des récepteurs aux estrogénes (Olsen et al. 2004),
potentialise I'action du Tamoxifeéne, du Raloxiféne, du Fulvestran, et du Letrozol, et

induit une régression de la tumeur dans la xénogreffe.

1.4.4 Les effets secondaires de I’acide valproique

Dans la littérature, de nombreux effets secondaires liés a I’utilisation clinique du VPA
ont été¢ décrits. Ces effets secondaires sont retrouvés avec de nombreux médicaments
antiépileptiques (Hardy et al. 2001; Chateauvieux et al. 2010). Généralement, la
plupart des effets secondaires sont bénins et transitoires chez les patients, mais les
effets secondaires sont graves lors du développement embryonnaire, entrainant des

altérations physiques et cognitives. Le VPA peut avoir des effets au niveau
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dermatologique, sur la fertilité, la grossesse et le développement du feetus et au niveau
neurologique. Il peut aussi créer des dommages au niveau du foie ou des désordres
hématologiques (Chateauvieux et al. 2010). Concernant les désordres hématologiques,
des coagulopathies ont ¢té décrites chez plus de 4% des enfants traités avec du VPA.
Les symptomes retrouvés dans cette pathologie sont les thrombocytopénies, les
dysfonctions plaquettaires, la maladie de von Willebrand, des déficits en facteur XIII,
des hypofibrinogénémies, et des carences en facteurs vitamine K-dépendants (Kose et
al. 2009; Chen et al. 2013). Deux hypotheses pourraient expliquer les
thrombocytopénies et les dysfonctions plaquettaires. La premiére est que le VPA peut
exercer une toxicité directe sur la moelle osseuse, ce qui diminue la production de
cellules sanguines. La seconde hypothese implique I'inclusion du VPA au niveau des
membranes plaquettaires (similarité structurale et chimique avec les acides gras des
membranes cellulaires). Cette modification de la membrane peut provoquer une
réaction auto-immune, en raison de la production d'anticorps (immunoglobuline M)
dirigés directement contre des thrombocytes circulants. Cette modification pourrait
aussi provoquer une simple altération des propriétés de la membrane, ce qui
expliquerait 'observation de la thrombocytopénie, sans diminution du nombre de
plaquettes.

La maladie de von Willebrand induite par le VPA a été rapportée comme ayant une
prévalence ¢€levée (autour de 67% chez les enfants et 16% pour les patients adultes).
Cette maladie entraine des troubles hémorragiques. Les personnes atteintes de cette
maladie présentent un probléme au niveau du facteur von Willebrand essentiel a la
coagulation normale du sang (Gerstner et al. 2006).

D’autres effets secondaires ont été décrits apres I'utilisation du VPA, comme le
développement d’anémies aplasiques dont la prévalence semble étre augmentée de
plus de 9 fois, comparé aux personnes non traitées (Handoko et al. 2006). Tout
comme pour 1’hépatotoxicité, il semble que I'anémie aplasique ait une prévalence plus
¢levée lors des poly-thérapies. Etant donné que I'anémie aplasique est un
dysfonctionnement des cellules souches hématopoiétiques, qui arréte la production de
globules rouges, certains résultats obtenus dans la littérature contredisent ceux qui
suggerent que le VPA est un puissant activateur de 1'érythropoiése chez les patients
épileptiques (Kieslich et al. 2003). Cette étude a été réalisée sur 30 jeunes patients

traités pendant plus de trois mois avec des doses de VPA anti-convulsantes et les
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résultats montrent une augmentation de l'expression de 1'hémoglobine fcetale, avec
une stimulation qui dépend de la dose.

Face a I'importance de ces désordres hématologiques provoqués par le VPA, il
semble important de déterminer les mécanismes moléculaires par lesquels il peut agir,

particuliérement sur le systéme hématopoiétique.
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2 Objectifs du travail

2.1 Objectif général

Les patients atteints d’un cancer sont particuliecrement sujets a des troubles
hématologiques, notamment des anémies. L’acide valproique (VPA) est considéré
comme un agent anticancéreux potentiel par sa propriété inhibitrice des HDAC. Son
utilisation en tant qu’antiépileptique a révélé, au cours des dernieres décennies, de
nombreux effets secondaires chez les patients sur le plan hématologique comme des
thromboses et des anémies.

Des travaux précédents réalisés au laboratoire LBMCC ont montré que le VPA peut
modifier I’homéostasie hématopoiétique, notamment en affectant 1’érythropoiese et en
favorisant I’expression de marqueurs spécifiques de la mégacaryopoicse et de la voie
de différenciation granulo-monocytaire (Chateauvieux et al. 2011).

Face a ces résultats préliminaires, notre hypotheése de travail est la suivante : le VPA
peut il générer un déséquilibre dans la régulation des différentes voies de
différenciation, en agissant sur le réseau microARN/Facteurs de transcription dans le

systeme hématopoiétique, en relation ou non avec sa propriété¢ d’inhiber les HDAC?

2.2 Objectifs spécifiques

Afin de valider notre hypothese générale, nous avons les objectifs suivants :

1. Etudier l’effet du VPA sur I’érythropoiése au niveau cellulaire en
utilisant comme modeles de différenciation érythroide, la lignée
érythroleucémique humaine TF1 et les cellules CD34" stimulées par
I’Epo ainsi que la lignée érythroleucémique humaine K562 induites a
se différencier par 1’aclacinomycine (Acla). La différenciation
érythroide sera mise en ¢évidence par I’analyse du taux de cellules
hémoglobinisées (coloration a la benzidine) et par 1’analyse par
cytométrie de flux de I’expression de la protéine GPA. L’expression de

la y-globine sera également étudiée par western blot. L’effet du VPA

62



Objectifs

sur la viabilité et la prolifération cellulaires sera également analysé sur

I’ensemble des modéles.

Analyser I’effet du VPA sur I’érythropoiése au niveau moléculaire en
nous focalisant principalement sur 1’expression des microARN (miR)
et des facteurs de transcription (FT) exprimés dans les cellules
hématopoiétiques et impliqués dans la régulation de I’érythropoiese.
Le niveau d’expression des miR-221, 222, 144, 451, 15a, et 16 et des
protéines GATA-1, GATA-2, PU.1, NF-E2 et c-myb sera analysé
respectivement par PCR en temps réel et par western blot. Nous nous
arréterons particulierement sur le cluster de miR-144/451 dont le géne

est régulé par GATA-I.

Compte tenu des différents modes d’action du VPA, I'implication de
I’activité inhibitrice des HDAC dans D’inhibition de 1’érythropoicse
n’est pas prouvée. Notre objectif sera de comparer ’effet du VPA a
d’autres molécules comme le Valpromide (VPM), un analogue
structural du VPA mais dépourvu de I’activité inhibitrice des HDAC et
le MS-275, un inhibiteur d’HDAC de classe I sur 1’érythropoi¢se au

niveau cellulaire et au niveau moléculaire.

Afin de vérifier que Dactivité inhibitrice du VPA n’est pas un
phénomene général sur 1’hématopoiese et que cette activité répond a
des modifications de la régulation fine de la différenciation cellulaire,
nous analyserons Deffet du VPA sur la différenciation
mégacaryocytaire. La lignée mégacaryoblastique humaine Meg-01
ainsi que les cellules CD34" seront utilisées. Au niveau cellulaire, nous
observerons les modifications morphologiques caractéristiques de la
mégacaryopoicse par coloration au May-Griinwald Giemsa et
I’expression du marqueur spécifique CD61 sera analysée par

cytométrie de flux.

Etudier au niveau moléculaire, dans les cellules Meg-01, P’effet du

VPA sur I’expression des facteurs de transcription (GATA-1, GATA-2
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et RUNXI) et des miR (221, 222, 144, 451 et 27a) spécifiquement
impliqués dans la régulation de la mégacaryopoiése. Les niveaux
d’expression des protéines et des ARNm seront analysés
respectivement par western blot et par PCR en temps réel. L’analyse
de leffet du VPA sur ’expression des facteurs de transcription
impliqués, a la fois dans la régulation de la mégacaryopoi¢se et de
I’érythropoicse, de maniere opposée (GABP-a, RUNXI1, ETS-1 et Fli-
1), sera effectuée dans les cellules CD34" stimulées avec de 1’Epo.
Cette étude nous permettra d’observer I’effet du VPA sur la transition
possible entre D’inhibition de I’érythropoieése et I’induction de la

mégacaryopoiese.
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3 Matériels et méthodes

3.1 Isolement et purification des cellules CD34"

Les échantillons de sang de cordon ombilical sont obtenus auprés de donneurs sains
consentants. La procédure protocolaire a ¢ét€¢ approuvée par le comité d’éthique de la
maternité, Clinique Bohler au Luxembourg. Le sang de cordon est collecté dans des
tubes de 50 mL contenant 20 U/mL d’héparine diluée dans 5 mL de PBS. Avant de
procéder a ’isolement des CD34", le sang est d’abord dilué au 1:3 dans du PBS
contenant 2 mM d’éthyleéne-diamine-tétra-acétate (EDTA, MP Biomedicals). Le sang
dilué est délicatement déposé sur 15 mL de Ficoll-Paque Premium (GE Healthcare,
Pays-Bas). Les cellules mononucléées sont récupérées au niveau de 1’interphase entre
le plasma et le Ficoll, apres centrifugation (16 min a 800g et a 20°C) puis lavées avec
du PBS/EDTA. Avant de procéder a la purification sur colonne magnétique (Midi
MACS CD34 Microbead Kit human, Miltenyi Biotec), les cellules sont comptées et
mises en contact avec des billes magnétiques couplées a I’anticorps anti-CD34
humain. Les cellules sont reprises dans 300 uL de tampon MACS (magnetic cell
sorting) composé de PBS contenant 5% d’ASB et 2 mM d’EDTA, 100 uL. de micro-
billes CD34 et 100 uL d’agents bloquant pour 10° cellules. Cet agent empéche les
liaisons aspécifiques, les interactions entre les billes et inhibe les protéases qui
pourraient dégrader I’anticorps (Macs Miltenyi Biotec). Apres incubation pendant 30
min a 4°C, la totalité est déposée sur une colonne équilibrée avec 2 mL de tampon
MACS (LS, Macs Miltenyi) suivi de trois lavages successifs avec 3 mL de tampon
MACS. L’élution est effectuée en utilisant 4 mL de tampon MACS. L’¢luat est
déposé sur une deuxiéme colonne équilibrée comme précédemment. L’¢lution finale
est réalisée avec 4 mL de tampon MACS. Les cellules récupérées sont comptées et
mises en culture & une concentration de 2x10° cellules/mL dans du milieu Stem Line

Medium II (Sigma, Belgique).

3.2 Culture cellulaire
Les cellules souches progénitrices hématopoiétiques CSH (CD34") sont cultivées

dans du milieu Stem Line Medium II (Sigma, Belgique), dépourvu de sérum. Le
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milieu est complété avec 10 U/mL de pénicilline/streptomycine (Sigma, Belgique) et
un cocktail de cytokines comprenant de I’IL3 (Relia Tech, Allemagne), du SCF (Relia
Tech, Allemagne) et de [’érythropoiétine (Epo) recombinante (epoetine béta,
NeoRecormon, Roche). Le protocole de culture des cellules CD34" a été établi selon
le protocole décrit par Carlile et al., (Carlile et al. 2004). Le VPA (Sigma, Belgique)
est ajouté au jour 0 a une concentration de 1 mM en méme temps que I’Epo (Figure
20). Les cellules sont cultivées dans un incubateur a 37°C, 95% d’humidité et 5% de
CO,. Le comptage des cellules se fait au bleu Trypan (Cambrex) en utilisant la cellule

de Malassez (Marienfeld) au microscope optique a contraste de phase.
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Figure 20 : Conditions de culture et de différenciation des cellules CD34"

Les cellules CD34" sont cultivées dans du milieu sans sérum. Les cytokines (10
ng/mL de SCF, IL3 et 2U/mL d’Epo) et le VPA sont ajoutés aux jours indiqués
(Carlile et al. 2004). JO correspond a 1’ajout de I’Epo dans le milieu (milieu
différenciant) afin de déclencher 1’érythropoic¢se 3 jours aprés la mise en culture des

CD34" (J-3)

67



Materiels et Methodes

Les lignées cellulaires établies :

TF1 (DSMZ): Cette lignée a ¢té établie, en 1987, a partir de la moelle osseuse d’un
patient de 35 ans atteint d’une érythroleucémie (leucémie myéloide aigué, LMA M6)
(Kitamura et al. 1989). Ces cellules proliferent sous I’effet de différents facteurs
comme I’Epo, le granulocyte-macrophage colony stimulating factor (GM-CSF),
I’interféron gamma (IFNY), les interleukines (IL)3, IL4, ILS, IL6 et le TNF-a. Ces
cellules sont porteuses de I’oncoprotéine de fusion PML-RARa.

Meg-01 (DSMZ) : Cette lignée mégacaryoblastique a été établie en 1983, a partir de
la moelle osseuse d’un patient de 55 ans atteint d’une leucémie myéloide chronique
(LMC). Les cellules sont porteuses du chromosome de Philadelphie donnant
I’oncogene de fusion Ber-Abl.

K562 (DSMZ) : Cette lignée a été établie en 1970, a partir de cellules prélevées dans
le liquide pleural d’une patiente de 53 ans atteinte d’une leucémie myéloide chronique
(LMC) en phase blastique. Les cellules sont porteuses du chromosome de

Philadelphie donnant I’oncogeéne de fusion Ber-Abl.

Les trois lignées cellulaires utilisées sont cultivées dans du milieu RPMI 1640
(Cambrex-Longa) contenant 10% de sérum de veau feetal (SVF) et 1% d’un mélange
d’antibiotiques (pénicilline 100U/mL, streptomycine 100pg/mL de Cambrex) et
d’agents antifongiques (amphotéricine B a 25pg/mL). Le GM-CSF (5 ng/mL) (Pepro
Tech) est ajouté dans le milieu des cellules TF1 pour assurer leur prolifération. Tous
les trois jours, le milieu est renouvelé et les cellules sont reprises a une concentration
de 2x10° cellules/mL. Toutes les cellules sont cultivées dans un incubateur a 37°C,
95% d’humidité et 5% de CO,. Le comptage des cellules s’effectue sur cellule de
Malassez (Marienfeld) au microscope optique a contraste de phase et la viabilité
cellulaire est estimée par la méthode d’exclusion du bleu Trypan (Cambrex).

La différenciation érythroide des cellules TF1 est obtenue par stimulation avec de
I’Epo (10U/mL). Les cellules TF1 répondent a I’Epo aprés une dizaine de passages en
culture suivant leur décongélation. Les cellules K562 peuvent étre induites a produire
de I’hémoglobine (Hb) avec 10 nM d’Acla. Les cellules Meg-01 sont induites vers la
voie mégacaryocytaire avec de 1’ester de phorbol TPA a 10 uM (Sigma). Les cellules
sont traitées avec : 0,5 ou 1 mM de VPA (Sigma) ; 1 mM de VPM (Sigma) ; 0,1 uM
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de MS-275 (Entinostat) (Enzo, Life Sciences, Anvers, Belgique) ou avec 1 uM de
SAHA (Cayman Chemical Compagny., Bioconnect, Huissen, Pays-Bas).

33 Test a 1a benzidine

La méthode repose sur la capacité¢ de ’Hb a réduire le peroxyde d’hydrogéne (H,0,)
en oxygene (O2) qui va oxyder la benzidine entrainant la coloration des cellules en
bleu. Le chlorydrate de benzidine (Fluka Chimika) est dissout dans une solution
d’acide acétique 0,5 M pour obtenir une solution a 0,2%. Cette solution de benzidine
est conservée a I’abri de la lumicre, a 4°C pendant plusieurs mois.

Trois cent mille cellules sont centrifugées a 340 g pendant 7 min Le culot est ensuite
lavé avec 1 mL de PBS 1X. Une nouvelle centrifugation est réalisée a 340 g pendant 7
min et le culot cellulaire est repris dans 100 uL de sérum physiologique (NaCl 0,9%).
A cette suspension cellulaire sont ajoutés 50 uL d’un mélange de benzidine/H,O,
(500 uL. de Benzidine 0,2% et 10 uL de H,O, de Sigma). La réaction se réalise a
I’obscurité, a température ambiante pendant 20 min. La suspension cellulaire est
ensuite diluée dans 300 uL. de NaCl 0,9%. Les cellules sont comptées sur cellule de
Malassez, au microscope a contraste de phase. Le taux de cellules différenciées est
exprimé en % de cellules synthétisant de I’hémoglobine (cellules bleues) par rapport a

la population totale.

34 Cytométrie de flux

La cytométrie de flux est une méthode qui permet de révéler des antigenes cellulaires
de surface ou intra-cytoplasmiques par immunophénotypage. Elle est basée sur une
réaction d’immunofluorescence et associe donc antigéne/anticorps avec les propriétés
des fluorochromes. Un anticorps conjugué a un fluorochrome, se fixe spécifiquement
a un antigene de surface. L’immunofluorescence est dite directe si 1’anticorps
monoclonal employé¢ est conjugué directement au fluorochrome.

Trois cent mille cellules sont centrifugées a 340 g pendant 7 min. Le culot est ensuite
lavé avec 1 mL de PBS 1X et de nouveau centrifugé. Le culot est repris par 100 uL de
PBS 1X et 5 uL d’anticorps couplés a un fluorochrome (Tableau 2). La suspension est
incubée pendant 2 heures a 4°C sous agitation douce dans 1’obscurité. Ensuite, un

lavage avec 1 mL de PBS 1X est effectué suivi par la fixation des cellules avec 0,2%
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de paraformaldéhyde pendant 20 min a 4°C dans I’obscurité. La suspension est lavée
et centrifugée pendant 7 min a 340 g. Finalement, les cellules immunomarquées sont
reprises avec 500 ulL de PBS 1X. L’immunofluorescence est mesurée par un
cytometre FACSCalibur (Becton-Dickinson). L’étude statistique est basée sur 10000

événements par échantillon et a été réalisée a 1’aide du programme FlowJo.

Tableau 2 : Anticorps utilisés pour la cytométrie de flux

Controle
Anticorps Fluorochrome Référence isotypique Référence
CD61 FITC F0803 IgGl,x BD555748
CD41a FITC BD555466 IgGl,x BD555748
CD235a PE-Cy™S5 BD 559944 IgG2b.x BD555744

3.5 Extraction des protéines totales

Environ 10’ cellules sont lysées dans 250 uL d’un mélange composé de tampon de
lyse MPER (Mammalian Protein Extraction Reagent, Pierce, Belgique), d’un cocktail
d’inhibiteurs de protéases: Complete (Roche), Phenylmethylsulfonylfluoride (PMSF)
a 1,65 mM (Sigma) et d’inhibiteurs de phosphatases : PhophoStop (Roche), fluorure
de sodium NaF a 4,1 mM et d’ortho-vanadate (Sigma) a 0,8 mM. L’ensemble est
placé 15 min sous agitation forte a 4°C, puis I’homogénat obtenu est centrifugé 15
min a 18000 g a 4°C. La concentration en protéines dans le lysat est dosée par la

méthode de Bradford utilisant le réactif BioRad (BioRad Laboratories).

3.6 Extraction des protéines nucléaires et cytoplasmiques

Les protéines nucléaires et cytoplasmiques sont extraites a partir de 5x10° a 1x10’
cellules selon la méthode de Schreiber (Schreiber et al. 1989). Les cellules sont lysées
dans des détergents hypertoniques contenant des inhibiteurs de protéases. L’extraction
se réalise dans la glace pour éviter la dénaturation des protéines. Les cellules sont

lavées une fois avec du PBS 1X puis centrifugées pendant 5 min a 350 g. Le culot est
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repris dans 400 uL de tampon A frais (Tableau 3) et la suspension cellulaire est mise
dans la glace pendant 15 min. Apres les 15 min, 25 pL d’Igepal 10% sont ajoutés. Le
mélange est vigoureusement agit¢ pendant 10 sec puis centrifugé pendant 30 sec a
18000 g a 4°C. Le surnageant contenant les protéines cytoplasmiques est transféré
dans un nouveau tube et le culot contenant les noyaux est repris dans 50 pL de
tampon C frais. La suspension est vigoureusement agitée (agitation horizontale)
pendant 15 min a 4°C. L’agitation est suivie d’une centrifugation de 5 min a 11000 g
a 4°C. Le surnageant contenant les protéines nucléaires est réparti en aliquotes
d’environ 10 pL qui sont conservés a -80°C (Figure 21). Le dosage des protéines se

fait par la méthode de Bradford.
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Tableau 3 : Composition des tampons A et C utilisés pour D’extraction des

facteurs cytoplasmiques et nucléaires.

Toutes les concentrations correspondent aux concentrations finales.

Réactifs Tampon A Tampon C
HEPES pH 7,9 10 mM 20 mM
KCI 10 mM /
EDTA pH 8 0,1 mM 1 mM
EGTA 0,1 mM 1 mM
DTT 1 mM 1 mM
PMSF 0,5 mM 0,5 mM
Complete 1X 1X
Ortho-Vanadate 1 mM 1 mM
NaF S mM S mM
phosphostop 1X 1X
Gycérol / 20%
NaCl / 400 mM
Eau Ultra-pure Qsp 10 mL Qsp 10 mL
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Remise en suspension du
culot cellulaire dans le
tampon A

3

Incubation a 4°C (15 minutes)

4

Ajout d’IGEPAL 10% (détergent non-ionique)

¢

Centrifugation a 4°C, 18000 g (30 secondes)

4 ¥

Récupération du surnageant Remise en suspension du culot
contenant les facteurs cytoplasmiques cellulaire dans le tampon C

nd

Agitation horizontale a 4°C
(15 minutes)

4

Centrifugation a 4°C, 11000 g
(5 minutes)

Dosage des protéines

Figure 21: Schéma récapitulatif du protocole d’extraction des protéines

cytoplasmiques et nucléaires, (Adapté de (Schreiber et al. 1989))
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3.7 Extraction acide des protéines

Les histones sont extraites & partir de 5x10° cellules qui sont lysées dans 1 mL de
tampon de lyse composé de Tris-HCl pHS8 10 mM, KCL 1 mM, MgCl, 1,5 mM, DTT
I mM, d’un inhibiteur de protéases 1X et d’un inhibiteur de phosphatase 1X
(PhosStop, Roche). Le tout est placé 30 min a 4°C sous agitation douce. Ensuite, les
cellules sont centrifugées pendant 10 min a 10000 g a 4°C. Apres centrifugation, les
culots contenant les noyaux sont lysés dans 400 uL d’acide sulfurique 0,1 M, puis
placés sous agitation douce pendant 30 min a 4°C. L’agitation est suivie d’une
centrifugation de 10 min a 13000 g a 4°C. Le surnageant est ensuite transféré dans un
nouveau tube auquel est ajouté goutte a goutte de I’acide trichloracétique jusqu’a une
concentration finale de 25%. Les ¢échantillons sont ensuite placés environ 12h a 4°C.
puis les protéines sont centrifugées 10 min a 13000 g a 4°C. Les culots contenants les
histones sont lavés deux fois avec 500 uL d’acétone froide puis repris dans 100 pL

d’eau. Le dosage des protéines se fait par la méthode de Bradford.

3.8 Dosage des protéines par la méthode de Bradford

40 pL de réactif de Bradford (Biorad) sont ajoutés a 160 uL d’une dilution appropriée
de chaque échantillon. L’absorbance est lue a 590 nm avec 1’appareil
SpectraCountTM (Hewlett Packard) utilis¢é avec le logiciel Plate-Reader. La
concentration en protéines des échantillons est déterminée grace a I’équation de la

droite obtenue avec la gamme standard d’ASB (1 a 20ug/mL),

3.9 Analyse de I’expression des protéines par western blot

Un volume d’extrait protéique correspondant exactement de 10 a 20 pg de protéines
est ajouté a un volume équivalent de tampon de charge concentré 2X composé de f3-
mercaptoéthanol, de glycérol et de bleu de bromophénol, afin de réduire les ponts
disulfures. La dénaturation des échantillons est réalisée par chauffage a 100°C
pendant 5 minutes. Les protéines de 1’extrait sont ensuite séparées en fonction de leur
poids moléculaire par électrophorese sur gel de polyacrylamide-SDS dénaturant (gel
de concentration a 4% et gel de séparation a 10%). Aprés la migration, les protéines

sont transférées par ¢électrotransfert sur une membrane de polyvinylidene difluoride
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(PVDF) (GE Healthcare). Les membranes sont bloquées dans du tampon phosphate
alcalin / 0,1% Tween 20 (PBS-T) 1X, additionné de 5% de lait ou 5% d’ASB selon
I’anticorps utilisé. Les membranes sont ensuite incubées en présence de 1’anticorps
primaire puis de I’anticorps secondaire couplé a la peroxydase de Raifort (horseradish
peroxidase, HRP) dans les conditions décrites dans le Tableau 4. Les membranes sont
lavées entre chaque incubation par plusieurs bains successifs dans du PBS-T 1X sous
agitation. L’activité peroxydasique de 1’anticorps secondaire est révélée par
chimioluminescence avec le substrat du systtme ECL+ (GE Healthcare). L’actine-
[ est utilisée comme contrdle de chargement des gels sauf pour les gels qui servent a
I’analyse de D’acétylation de I’histone H4. Ces derniers ont été colorés avec une
solution de bleu de Coomassie (0,05% p/v de bleu de Coomassie, 50% de méthanol et
10% d’acide acétique). La décoloration est réalisée grace un mélange de méthanol
(20%) et d’acide acétique (10%) pendant 45 min puis avec de 1’eau distillée pendant
30 min. Les gels sont ensuite photographiés grace a ’appareil Molecular Image® Gel

Dox™ XR (Biorad) associ¢ au logiciel Quantity One.

Tableau 4 : Anticorps primaires et secondaires utilisés pour les western blots

Poids
Protéine Cible moléculaire | Saturation AC primaire AC secondaire
(kDa)
PBS-T - 5% ASB C-20 sc-1234X
Anti chevre sc-2020
GATA-1 47 Incubation:1  h, T. | Dilution : 1/5000 (lait 5%)
Dilution : 1/3000 (lait 5%)
amb. Incubation : 12 h, 4°C
PBS-T - 5% lait NI SC-266X
Anti-rat sc-2006
GATA-1 47 Incubation:1 h, T. | Dilution : 1/2500
Dilution : 1/7000 (lait 5%)
amb. Incubation :12h, 4°C
PBS-T - 5% lait H-116 sc-9008
Anti lapin sc-2313
GATA2 50 Incubation : 1 h, T. | Dilution:1/8000 (lait 5%)
Dilution : 1/4000 (lait 5%)
amb Incubation :1 h, T°C amb
Spi-1 T-21 sc-352
PBS-T - 5% lait Anti lapin sc-2313
PU.1 40 Dilution : 1/500 (lait 5%)
Incubation : 12h, 4°C Dilution : 171000 (lait 5%)
Incubation :1 h, T°C amb.
PBS-T - 5% lait C-19 sc-291
Anti lapin sc-2313
NF-E2 45 Incubation : 1 h, T. | Dilution : 1/10000 (lait 5%)
Dilution : 1/5000 (lait 5%)
amb Incubation :1 h, T°C amb
PBS-T - 5% lait H-180 5¢-22810
Anti lapin sc-2313
GABP-a 60 Incubation : 1 h, T. | Dilution : 1/1000 (lait 5%)
Dilution : 1/5000 (lait 5%)
amb Incubation : 12 h, 4°C
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PBS-T - 5% lait

H-65 5¢-28679

Anti lapin sc-2313

RUNX1 20-52 Incubation : 1 h, Dilution : 1/1000 (lait 5%)
Dilution : 1/5000 (lait 5%)
amb Incubation : 12 h, 4°C
PBS-T - 5% lait C-19 sc-356 At I 2313
nti lapin sc-
Fli-1 50 Incubation : 1 h, Dilution : 1/1000 (lait 5%)
Dilution : 1/5000 (lait 5%)
amb Incubation : 12 h, 4°C
PBS-T - 5% lait H-60 sc-22809 At ] 2313
nti lapin sc-
TAL1 40-44 Incubation : 1 h, Dilution : 1/1000 (lait 5%)
Dilution : 1/5000 (lait 5%)
amb Incubation : 12 h, 4°C
PBS-T - 5% lait C-19 s¢c-517 At ] 2313
nti lapin sc-
c-Myb 75 Incubation : 1 h, Dilution : 1/1000 (lait 5%)
Dilution : 1/5000 (lait 5%)
amb Incubation : 12 h, 4°C
PBS-T - 5% lait C-20 s5c-350 At lavi 2313
nti lapin sc-
ETS-1 55 Incubation : 1 h, Dilution : 1/1000 (lait 5%)
Dilution : 1/5000 (lait 5%)
amb Incubation : 12 h, 4°C
PBS-T - 5% lait sc-21756 Anti souris sc-2005
y-globine 18 Incubation :  12h, Dilution : 1/8000 (lait 5%) Dilution :1/10000 (lait
amb Incubation : 12 h, 4°C 5%)
PBS-T - 5% ASB Cell signaling # 2897 Anti lavi 2313
nti lapin sc-
Ago2 97 Incubation:1  h, Dilution : 1/1000 (ASB 5%) .
Dilution : 1/1000 (lait 5%)
amb. Incubation : 12 h, 4°C
PBS-T - 5% lait sc-66885 At lavi 2313
nti lapin sc-
Exportine 5 136 Incubation : 1 h, Dilution : 1/1000 (lait 5%)
Dilution : 1/1000 (lait 5%)
amb Incubation : 12 h, 4°C
PBS-T - 5% lait Calibiochem OP60 Anti mouse BD
Bcl-2 24-26 Incubation : 1 h, Dilution : 1/2000 (lait 5%) Pharmingen
amb Incubation : 12 h, 4°C Dilution : 1/5000 (lait 5%)
PBS-T - 5% ASB Cell signaling # 2967 S
) o Anti lapin sc-2313
AKT 60 Incubation: 1 h, Dilution : 1/1000 (ASB 5%)
Dilution : 1/1000 (lait 5%)
amb Incubation : 12 h, 4°C
PBS-T - 5% lait BD 551101
Anti souris sc-2005
c-myc 62 Incubation : 1 h, Dilution : 1/250 (lait 5%)
Dilution :1/1000 (lait 5%)
amb Incubation : 12 h, 4°C
PBS.T . 5% ASB Millipore 06-866
-1 -J57
Histone H4 | 10 Incubati I Dilution : 1/50000 (lait 5%) | Anti lapin sc-2313
ncubation: X
acétylé b Incubation : 12 h, 4°C Dilution : 1/5000 (lait 5%)
am
Millipore 05-858
PBS-T - 5% ASB
10 Dilution : 1/30000 (lait 5%) | Anti lapin sc-2313
Histone H4 Incubation: 1 h,

amb

Incubation : 12 h, 4°C

Dilution : 1/5000 (lait 5%)
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A5441
PBS-T 5% lait Anti souris sc-2005
42 Sigma Aldrich
Actine-f Incubation :  1h, T. Dilution :1/20000 (lait
Dilution : 1/20000 (lait 5%)
amb 5%)
Incubation :1h, T°C amb
Millipore AB-3879
PBS-T - 5% ASB
Dilution : 1/5000 (ASB 5%) | Anti lapin sc-2313
Acétyl Lysine Incubation: 1 h, T.
Incubation : 12 h, 4°C Dilution : 171000 (lait 5%)
amb
PBS-T - 5% lait D-16 sc-31110 Anti chevre sc-2020
Lamine A/C
65 Incubation :  1h, T. | Dilution : 1/200 (lait 5%) Dilution : 1/5000 (lait 5%)
amb Incubation :1 h, T°C amb.
3.10 Immunoprécipitation protéique

Le protocole d’immunoprécipitation protéique se base sur le protocole proposé par
Ribeil ef al. (Ribeil et al. 2007). Deux cents ug de protéines totales ou nucléaires sont
dilués au 1:3 dans de I’eau et 2 ug d’anticorps anti-GATA-1 C20 (sc-1234X) et 100
uL de protein G Microbeads (Miltenyi) sont ajoutés au mélange. Aprés incubation
pendant 12h sous agitation légere a 4°C, le mélange est déposé sur une colonne
(uColumn, MACS) préalablement équilibrée avec 200 uL de tampon de lyse (voir
paragraphe extraction de protéines). L’immunocomplexe est immobilis¢ dans la
colonne et lavé trois fois avec 200 uL de tampon de lyse. Vingt uL de tampon
d’¢lution (50 mM TrisHCI pH 6,8; 50 mM DTT; 1% SDS; 0,005% bleu de
bromophénol ; 10% glycérol) préchaufté a 95°C, sont appliqués sur la colonne pour
I’équilibrer. Finalement un nouveau tube est placé sous la colonne, et
I’immunocomplexe est €lué par I’ajout de 50 uL de tampon d’¢€lution préchauffé a
95°C (Figure 22A). En parallele, nous avons prélevé une aliquote de
I’immunocomplexe, puis nous avons réalis¢ le western blot avec [’anticorps
secondaire anti-rat, afin de vérifier la spécificit¢ de ’anticorps secondaire anti-rat

(Figure 22B).
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Figure 22 : Schéma explicatif de la technique d’immunoprécipitation

A : L’immunoprécipitation est réalisée a partir d’'un mélange d’immunoglobulines

Anti-IgG couplées a des billes magnétiques, d’extraits protéiques cytoplasmiques ou

nucléaires et d’anticorps (IgG) anti-GATA-1 C20. Apres les différentes étapes

conduisant a I’isolation de I’immunocomplexe, ce dernier est dénaturé puis déposé

dans un gel de polyacrylamide pour séparer les différentes protéines par

électrophorese. L’expression de GATA-1 et de ces partenaires est étudiée par western

blot.

B : Afin de vérifier la spécificité de 1’anticorps secondaire anti-rat, nous avons préleveé

une aliquote de I’'immunocomplexe puis nous avons réalis€¢ le western blot avec

I’anticorps secondaire anti-rat.
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3.11 Extraction des ARN totaux

Tous les réactifs utilisés sont traités anti-ARNases. Les ARN totaux sont extraits a
partir de 107 cellules. Les cellules sont lavées au PBS 1X, centrifugées a 350 g
pendant 7 min, puis lysées avec le réactif TRIzol® (Invitrogen). Les ARN totaux sont
séparés de ’ADN par addition de chloroforme et par centrifugation. Les ARN
présents dans la phase aqueuse sont précipités en présence d’isopropanol. Les culots
d’ARN totaux sont sédimentés par centrifugation a 4°C de 5 min a 10000 g, puis
dissous dans de [’eau ultra-pure dépourvue de ARNase et quantifiés au

spectrophotomeétre (Nanodrop® ND-1000).

3.12 Transcription inverse

La SuperScript II'™ Reverse Transcriptase (Invitrogen, 200 U/uL) est utilisée pour
réaliser la transcription inverse de 5 pg d’ARN totaux. Un puL d’oligo(dT) (500
pg/mL) ainsi qu’l pL de Mix dNTP (10 mM chaque) sont ajoutés aux ARN totaux, le
tout complété avec de 1’eau ultra pure (QSP 12 pL). Aprés 5 minutes a 65°C, 4 uL de
tampon 5X First-Strand, 2 pL de DTT (0,IM) et 1 uL d’enzyme RNaseOUT™ (40
U/uL) sont additionnés au mélange et incubés a 42°C pendant 2 min. Un uL de
transcriptase inverse (SuperScript ™ II) est ajouté pendant 50 min a 42°C puis la
réaction est inactivée en incubant le mélange a 70°C pendant 15 min. Pour finir 1 pL
d’enzyme ARNase H (2U/uL) est additionné et le mélange est incubé a 37°C pendant
20 min afin d’¢éliminer I’ARN dans les duplexes ADN/ARN.

3.13 La transcription inverse des microARN

Contrairement aux ARNm, les microARN (miR) ne possedent pas de queue poly (A).
Ainsi, au cours de la transcription inverse, les miR sont polyadénylés par une
polymérase poly(A). La transcription inverse est effectuée grace au kit miScript
Reverse Transcription (Qiagen, Venlo, Pays-Bas) a partir d’1 pug d’ARN totaux. Le
kit contient un mix pour la transcription inverse contenant les enzymes, polymérase
poly (A) et transcriptase inverse ainsi qu’un tampon de transcription inverse. Ce
tampon contient: des dNTP, des ions Mg*", des amorces oligo-dT et des amorces

aléatoires. Les ARN totaux sont ajoutés a un mélange contenant: 4 uL de tampon de
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transcription inverse, 1 pL. du mix pour la transcriptase inverse et de 1’eau dépourvue
de ARNase QSP 20 pL.

Les échantillons sont ensuite incubés 60 min a 37°C puis 5 min a 95°C pour inactiver
les enzymes. Les ADNc sont stockés a -20°C jusqu’a 1’analyse par PCR en temps
réel. Les amorces oligo-dT ont dotées d’une séquence universelle a I’extrémité 5°.
Cette séquence permettra I’amplification des ADNc, lors de 1’étape de PCR en temps

réel.

3.14 PCR en temps réel
Les ADNc issus de la transcription inverse sont mélangés au mix « RT2 Real-
TimeTM SYBR Green/ROX PCR Master Mix » (Superarray, Tebu-bio), contenant le
tampon real-time PCR, I’ADN Taq polymérase HotStart, les nucléotides, le
fluorochrome SYBR® Green. Vingt uL de ce mélange sont déposés dans des puits
d’une microplaque auxquels sont ajoutés Sul. d’amorces nucléotidiques (Tableau
5A). La PCR en temps réel a été réalisée a 1’aide de I’appareil 7300 Real Time PCR
System (Applied Biosystems) selon le programme suivant :

- 2 minutes a 50°C

- 10 minutes a 95°C pour activer la polymérase

- Dénaturation: 15 secondes a 95°C

- Hybridation: 1 minute a 60°C 40 cycles

- Elongation: 1 minute a 60°C

L’ADNc pour I’analyse des miR a été déposé dans une plaque 96 puits en présence
d’une sonde universelle et d’une sonde spécifique d’un miR (Tableau 5B) et un
mélange contenant le SYBR Green®, les enzymes et le tampon des enzymes.
La réaction d’amplification a ¢été réalisée dans un thermocycleur de type 7300
(Applied Biosystems) selon le programme suivant :

- 15 minutes a 95°C pour activer la polymérase

- Dénaturation : 15 secondes a 94°C

- Hybridation : 30 secondes a 55°C 40 cycles

- Elongation : 30 secondes a 70°C
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Les données sont ensuite analysées par la méthode du AACT et les valeurs brutes sont
normalisées par rapport au gene de I’actine-f ou du RNUIA (pour les miR) dont

I’expression reste stable au cours du traitement.
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Tableau 5 : Séquences des amorces pour PCR et des miR

A : Séquences des amorces oligonucléotidiques utilisées lors des expériences de PCR

en temps réel.

B : Séquences des miR matures.

A
ARNm Orientation Séquence 5°-3°
GATA-1 Sens AGG-CCA-CTA-CCT-ATG
Anti-sens CCT-GCC-CGT-TTA-CTG
Actine Sens CTC-TTC-CAG-CCT-TCC-TTC-CT
Anti-sens AGC-ACT-GTG-TTG-GCG-TAC-AG
B
miR Séquence
miR-221 AGCUACAUUGUCUGCUGGGUUUC
miR-222 AGCUACAUCUGGCUACUGGGU
miR-15a AGCUACAUCUGGCUACUGGGU
miR-16 1 UAGCAGCACGUAAAUAUUGGCG
miR-451 AAACCGUUACCAUUACUGAGUU
miR-144 UACAGUAUAGAUGAUGUACU
miR-27a UUCACAGUGGCUAAGUUCCGC
miR-140 CAGUGGUUUUACCCUAUGGUAG
miR-155 UUAAUGCUAAUCGUGAUAGGGGU

Tableau 6 : Equations utilisées pour le calcul des valeurs ACt et AACt

o 2% — variation d’ADN

ACt controle™ Ct géne d’intérét — Ct actine

ACt expérience Ct géne d’intérét — Ct actine

AACt: ACt contrdle — ACt expérience
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3.15 Coloration de May-Griinwald Giemsa (MGG)

La coloration de May-Griinwald Giemsa est 1'une des techniques utilisée couramment
pour le diagnostic de nombreuses maladies du sang. Le principe repose sur I’action
complémentaire de deux colorants neutres et sur I’affinité des ¢éléments cellulaires
pour les colorants acides ou basiques. Le premier colorant est le May-Griinwald,
neutre, contenant un colorant acide, 1’éosine, et un colorant basique, le bleu de
méthyléne. Le deuxiéme colorant est le Giemsa, neutre, contenant lui aussi de
I’€osine, et un colorant basique, I’azur de méthyléne. Ces deux colorants sont
solubilisés dans 1’alcool méthylique et sont de ce fait inactifs, c’est le contact de 1’eau
qui leur donne un pouvoir colorant. Les éléments cellulaires acides sont sélectivement
colorés en bleu par les colorants basiques et sont qualifiés de basophiles (ADN,
cytoplasme des lymphocytes). Les ¢éléments cellulaires basiques sont colorés en
orange sé¢lectivement par les colorants acides et sont qualifiés d’acidophiles ou
¢osinophiles (cytoplasme des hématies). Les €¢léments neutrophiles sont colorés en
beige-rose a la fois par les colorants acides et basiques. Enfin les ¢léments azurophiles
sont colorés en pourpre.

Trois cent mille cellules sont centrifugées a 340 g pendant 7 min. Le culot est ensuite
lavé avec 1 mL de PBS 1X. Une nouvelle centrifugation est réalisée a 340 g pendant 7
min et le culot cellulaire est re-suspendu dans 100 uL de PBS 1X. La suspension
cellulaire est projetée sur une lame par cytocentrifugation (Cytofuge®2 de STAT
Spin). Les cellules sont fixées en plongeant la lame dans un bain (boite de Laveran)
de May-Griinwald pur pendant 5 min. La lame est ensuite plongée dans un bain de
May-Griinwald dilué¢ au 1:4 dans de I’eau neutre (1 tablette de tampon pH=6,8 de
Merck dans 1 L d’eau distillée) pendant 2 min. La coloration se poursuit par un bain
contenant une solution de Giemsa (Merck) diluée au 1:20° avec de I’eau neutre
pendant 20 min. Finalement la lame est rincée a 1’eau neutre et séchée a température
ambiante. La préparation est ensuite observée au microscope a contraste de phase et

des photos sont acquises a 1’aide de la caméra Leica.

3.16 Statistiques
Les données ont été analysées en utilisant le logiciel GraphPad Prism 6. Les groupes
ont ¢ét¢ comparés en utilisant le test t (deux conditions) ou ANOVA (plusieurs

conditions). Dans le cas d’ANOVA, les moyennes des groupes ont €té comparées
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deux a deux en utilisant le test Holm-Sidak. La différence observée, entre la série
« controle » et la série « traitée », est considérée comme significative pour des valeurs
de p < 0,0001 représentées par **** p < 0,001 représentées par *** p < 0,01
représentées par ** et les valeurs de p < 0,05 représenté par *.

Les étoiles situées aux extrémités des courbes correspondent a 1’effet global observé
et celles situées directement au dessus des graphes correspondent aux valeurs de p
entre les points indiqués.

Les résultats présentés correspondent a la moyenne + la déviation standard a la

moyenne.
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4 Résultats

Des travaux préalables réalisés au laboratoire LBMCC, ont montré¢ que I’acide
valproique pouvait perturber 1’homéostasie de I’hématopoiése par 1’inhibition de la
différenciation érythroide et I’activation de la voie my¢lo-monocytique (Chateauvieux
etal. 2011).

Pour ce travail, nous avons ¢étudié I’effet de I'acide valproique (VPA) sur le réseau
« facteurs de transcription/microARN » impliqué dans la régulation de
I'hématopoicse. Nous vérifierons ’effet du VPA sur les cellules souches

hématopoiétiques (CSH) induites a se différencier en présence de cytokines.

4.1 Effet de I’acide valproique sur I’érythropoiése, au niveau
cellulaire
Afin d’¢étudier ’effet du VPA sur la différenciation érythroide, nous avons utilis¢ un
modeéle permettant de reproduire 1’érythropoiése ex-vivo a partir de cellules CD34" en
présence d’érythropoiétine (Epo), le principal activateur de 1’érythropoicse. L’effet du
VPA sur la différenciation de la lignée érythroleucémique humaine TF1 induite par
I’Epo a également été¢ étudié. Cette lignée constitue un modele cellulaire plus
homogene que les CSH pour les études moléculaires. La lignée érythroleucémique
humaine K562 a ¢été¢ utilisée comme controle de I’effet du VPA indépendamment de

I’Epo.

4.1.1 Effet de P’acide valproique sur la différenciation des cellules
TF1

La lignée leucémique humaine TF1 est dépendante de cytokines telles que I’Epo ou le
GM-CSF pour sa croissance, sa survie et sa différenciation. Nous nous sommes
intéressés a ’effet du VPA sur la différenciation érythroide des cellules TF1 en
présence d’Epo. Environ 4x10° cellules ont été stimulées avec de I’Epo (10 U/mL) et
traitées ou non avec 0,5 et 1 mM de VPA pendant 0, 6, 24 et 48h. L’effet du VPA sur

la différenciation des cellules TF1 a été évalué par I’analyse par cytométrie de flux de
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I’expression de la glycophorine A (GPA), un marqueur membranaire spécifique de la
voie de différenciation érythroide. Le test de coloration a la benzidine a également été
utilisé¢, ce qui permet d’observer et de quantifier les cellules qui produisent de
I’hémoglobine (Hb), le marqueur principal des cellules érythrocytaires différenciées.
Les résultats exprimés en intensité moyenne de fluorescence (IMF), montrent que le
VPA utilis¢ a une concentration de 0,5 mM, n’a aucun effet significatif sur
I’expression de la GPA apres 6, 24 et 48h de traitement. Concernant I’effet d’1 mM
de VPA sur la différenciation, les résultats montrent une diminution progressive de
I’IMF. En effet, dans ces conditions I’'IMF diminue d’environ 40% apres 48h de
traitement (Figure 23A).

Ces résultats ont été¢ confirmés par le test de coloration a la benzidine et les résultats
montrent qu’apres 72h de culture en présence d’Epo (10 U/mL), 36,2% des cellules
produisent de I’Hb et 34,8% pour les cellules traitées avec 0,5 mM de VPA (Figure
23B). Ceci confirme que le VPA utilisé a une concentration de 0,5 mM, n’a aucun
effet sur la différenciation érythroide comparé a I’Epo seule. Le taux de cellules TF1
benzidine positives (B+) induites par I’Epo devient significatif apres 72h de
traitement. Cependant, la viabilité des cellules TF1 co-traitées avec I’Epo et le VPA 1
mM est trop affectée pour réaliser le test a la benzidine a 72h (Figure 24A). Le
pourcentage de cellules viables, déterminé par le test d’exclusion au bleu de Trypan, a
¢té calculé en comparant le nombre de cellules totales avec le nombre de cellules
mortes. Les résultats montrent que la viabilité cellulaire est plus affectée lorsque les
cellules sont traitées avec 1 mM de VPA comparées a 0,5 mM. En effet, la viabilité
cellulaire passe de 95,7% a Oh a 54,6% a 72h lorsque les cellules sont traitées avec 1
mM de VPA. En revanche, la viabilité est de 82,8 % a 72h lorsque les cellules sont
traitées avec 0,5 mM de VPA. L’effet du VPA sur la prolifération cellulaire a été
évalué en calculant le ratio entre le nombre de cellules en vie lorsque les cellules sont
traitées avec de I’Epo ou co-traitées avec Epo/VPA 1 mM a chaque temps et le
nombre de cellules viables au temps Oh. Les résultats montrent un effet cytostatique
du VPA apres 6h et 24h de traitement car les cellules traitées ont une croissance
ralentie, avec une diminution de 1,2 fois a 24h comparée aux cellules traitées avec de
I’Epo seule (E). Cet effet devient ensuite cytotoxique apres 48h de traitement, avec
une diminution de la prolifération cellulaire de 2 fois comparée aux cellules traitées
avec de ’Epo seule. A 48h, le nombre de cellules viables est diminué¢ de 2 fois,

montrant un effet cytotoxique du VPA a ce temps (Figure 24B).
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Figure 23 : Effet du VPA sur la différenciation érythroide des cellules TF1

A. L’effet du VPA sur la différenciation érythroide a ét¢ évalué grace a I’analyse de
I’expression de la glycophorine A (GPA) par cytométrie de flux. L’analyse est
effectuée apres 0, 6, 24 et 48h de traitement avec 0,5 et 1 mM de VPA. Le graphique
représente 'IMF (intensit¢é moyenne de fluorescence) en fonction du temps de
traitement.

B. L’effet du VPA sur la différenciation érythroide a ét¢ évalué grace a un test de
coloration a la benzidine sur les cellules TF1 traitées avec du GM-CSF (5 ng/mL) ou
de ’Epo (10 U/mL) ou co-traitées avec Epo/VPA 0,5 mM pendant 72h.

Les résultats correspondent a la moyenne + la déviation standard a la moyenne de 3

expériences indépendantes. ****p < (,0001, ***p < 0,001, **p < 0,01 et *p <0,05.
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Figure 24 : Effet du VPA sur la viabilité et 1a prolifération des cellules TF1

Les cellules TF1 ont été traitées avec de I’Epo (10 U/mL) en présence ou non de VPA
(0,5 ou 1 mM) pendant 0, 6, 24, 48 et 72h.

A. La viabilit¢ cellulaire a été¢ évaluée a tous les temps de traitement par le test
d’exclusion au bleu Trypan et correspond au pourcentage de cellules viables par
rapport au nombre de cellules total.

B. L’effet d’un mM de VPA a été analysé sur la prolifération des cellules TF1. Le
nombre de cellules viables a été compté a chaque temps de traitement et comparé au
nombre de cellules viables au temps Oh.

Les courbes correspondent a la moyenne + la déviation standard a la moyenne de 3

expériences indépendantes. ****p < (0,0001.
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4.1.2 Effet de I’acide valproique sur la différenciation des cellules
CD34"

L’effet du VPA sur la différenciation érythroide a été¢ confirmé dans les cellules
CD34". Les cellules ont été stimulées pendant 4 jours avec de I’Epo et traitées ou non
avec du VPA a une concentration de 1 mM. L’effet du VPA sur I’expression de la
GPA a été ¢tudié par cytométrie de flux. Les résultats exprimés en intensit€ moyenne
de fluorescence (IMF), montrent qu’apres 4 jours de traitement, le VPA diminue
I’expression de la GPA de fagon significative (Figure 25A). En effet, nous pouvons
noter une diminution de I’'IMF de 34% lorsque les cellules sont traitées avec du VPA.
Ces résultats ont été confirmés par le test de coloration a la benzidine. Apres 4 jours
de culture en présence d’Epo seule, 20% des CSH produisent de I’Hb contre 7% pour
les cellules traitées par 1 mM de VPA (Figure 25B). Le VPA a donc un effet
inhibiteur sur 1’érythropoicse, se traduisant par un blocage de la production d’Hb. Le
VPA utilis¢ a 1 mM n’a pas d’effet cytotoxique sur les CSH apres 4 jours de
traitement puisque la viabilité est de 93,6 % et identique a celle des cellules stimulées
avec de D’Epo seule. Nous pouvons donc conclure que [D’inhibition de la
différenciation est indépendante d’une induction de la mort cellulaire. En revanche, la

viabilité n’est que de 55% apres 7 jours de traitement (Figure 26).
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Figure 25 : Effet du VPA sur la différenciation des cellules CD34"

du temps de traitement au VPA. JO: Jour 0, J4: Jour 4

coloration a la benzidine sur les cellules CD34".

Résultats

Les CSH ont été stimulées a I’Epo (2 U/mL) et traitées ou non avec 1| mM de VPA

A. Le marqueur érythroide GPA a été analysé par cytométrie de flux. Les

histogrammes correspondent a I’intensité moyenne de fluorescence (IMF) en fonction

B. L’effet du VPA sur la différenciation érythroide a ét¢ évalué grace a un test de

Les histogrammes correspondent a la moyenne + la déviation standard a la moyenne

de 3 expériences indépendantes. ****p < 0,0001, ***p < 0,001, **p < 0,01 et *p <
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Figure 26 : Effet du VPA sur la viabilité des cellules CD34"

La viabilité cellulaire a ét¢ déterminée apres 4 ou 7 jours de traitement avec 2 U/mL
d’Epo et traitées ou non avec 1 mM de VPA.

La viabilité cellulaire a été déterminée par le test d’exclusion au bleu de Trypan. Le
pourcentage de cellules viables a été déterminé apres 4 et 7 jours de traitement. Les
courbes correspondent a la moyenne + la déviation standard a la moyenne de 3

expériences indépendantes. ****p <(,0001, ***p < 0,001, **p < 0,01 et *p <0,05.
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En conclusion, nous avons montré que le VPA utilisé a une concentration de 1| mM
est capable d’inhiber la différenciation érythroide des cellules CD34" aprés 4 jours de
traitement. De plus, les résultats montrent que le VPA inhibe la différenciation induite
par ’Epo de maniere comparable dans les CSH et dans la lignée TF1 (diminution du
marqueur GPA). En revanche 0,5 mM de VPA n’a pas d’effet sur la différenciation.
Les cellules TF1 pourront donc étre utilisées comme modele pour les analyses de

I’effet du VPA au niveau moléculaire.

92




Résultats

4.2 Effet de I’acide valproique sur I’érythropoiése, au niveau

moléculaire

4.2.1 L’acide valproique module I’expression des miR impliqués

dans I’érythropoiese

De nombreux miR impliqués dans le contréle de 1’hématopoicse ont été identifiés au
cours des dernie¢res années. Certains ont été décrits comme des régulateurs importants
de I’expression des geénes spécifiques de 1’érythropoic¢se. Nous avons décidé d’étudier
I’effet du VPA sur I’expression de certains miR matures comme les miR-221, miR-
222, miR-15a, miR-451, miR-144 et miR-16. Ces miR sont impliqués dans la
maturation et la prolifération des cellules érythroides précoces, dans la régulation de
I’expression des genes de la y-globine feetale et dans le controle de I’énucléation
(Bianchi et al. 2012). L effet du VPA sur I’expression de ces miR a été étudié dans les
cellules TF1, stimulées a ’Epo (10 U/mL) et traitées pendant 6, 24 et 72h avec 1 mM
de VPA. Les résultats de PCR en temps réels montrent que le VPA est capable de
modifier I’expression de tous les miR dans ces cellules (Figure 27A). Tous les miR
¢tudiés voient leur expression diminuer, excepté pour le miR-221, ce qui montre que
la diminution de ’expression des miR n’est pas diie a un effet inhibiteur général du
VPA.

Afin de vérifier si I’effet du VPA sur I’expression des miR est liée a la stimulation des
cellules par I’Epo, nous avons analysé 1’expression de ces miR dans les cellules K562
traitées au VPA seul (Figure 27B). La lignée érythroleucémique humaine K562 est
non dépendante de I’Epo pour sa survie et sa différenciation. Les cellules K562
expriment des marqueurs €rythroides spécifiques et peuvent étre induites a produire
de I’hémoglobine par des agents chimiques (la doxorubicine, I’aclarubicine,
I’hémine...), y compris des inhibiteurs d’HDAC (butyrate de sodium). Dans ces
cellules, ’expression des miR-221, 222, 144 et 451 varie selon la méme tendance que
dans les cellules TF1. Les résultats de PCR en temps réel montrent que seule
I’expression des miR-144 et 451 est diminuée de fagon significative des 6h de
traitement au VPA. Cette diminution est indépendante de la mort cellulaire puisque

dans les cellules K562, I’effet du VPA sur la viabilité et la prolifération cellulaires
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reste trés faible. Le pourcentage de cellules viables, déterminé par le test d’exclusion
au bleu de Trypan, a été calculé en comparant le nombre de cellules totales avec le
nombre de cellules mortes. Les cellules K562 ont été traitées avec 1 mM de VPA
pendant 0, 6, 24, 48 et 72h. Les résultats montrent que la viabilité cellulaire n’est pas
affectée par le traitement puisque le pourcentage de cellules viables, de 97% apres
72h, est identique a celui obtenu dans les cellules non traitées (Figure 28A).
Concernant la prolifération cellulaire, 1’effet du VPA a été évalué en calculant le ratio
entre le nombre de cellules viables traitées ou non traitées avec 1 mM de VPA a
chaque temps et le nombre de cellules viables au temps Oh. Les résultats montrent un
effet cytostatique du VPA a 48h de traitement car les cellules traitées (VPA) ont une

croissance ralentie comparées aux cellules non traitées (C) (Figure 28B).
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Figure 27 : Effet du VPA sur I’expression des miR impliqués dans la régulation

de I’érythropoiése dans les cellules TF1 et K562

Les ARN totaux ont été extraits et analysés par PCR en temps réel pour 1’expression

des miR-221, 222, 15a, 451, 144 et 16.

A. Les cellules TF1 ont été stimulées avec de I’Epo (10 U/mL) et traitées ou non avec

1 mM de VPA pendant 6, 24 et 72h.

B. Les cellules K562 ont été traitées ou non avec 1 mM de VPA pendant 6, 24 et 72h.

Les résultats ont €té normalisés par rapport au géne de ménage RNUIA et calculés

par la méthode du AACt. L’expérience a été réalisée 3 fois. Les données des

histogrammes représentent la moyenne + la déviation standard a la moyenne de 3

expériences indépendantes. ****p < (,0001, ***p < 0,001, **p < 0,01 et *p <0,05.
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Figure 28 : Effet du VPA sur la viabilité et la prolifération cellulaire des cellules

K562

Les cellules K562 ont été traitées ou non (C) avec 1 mM de VPA pendant 0, 6, 24, 48
et 72h.

A. Le nombre de cellules viables a été déterminé par le test d’exclusion au bleu
Trypan.

B. L’effet d’l mM de VPA a été analysé sur la prolifération cellulaire. La
prolifération cellulaire est exprimée sous forme d’un ratio entre le nombre de cellules
viables comptées a chaque temps et le nombre de cellules viables comptées au temps
Oh.

Les courbes correspondent a la moyenne + la déviation standard a la moyenne de 3

expériences indépendantes. **p < 0,01.
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En conclusion, ces résultats montrent clairement que le VPA peut moduler
I’expression des miR impliqués dans la régulation de I’érythropoiése. De plus,
I’utilisation des cellules K562 a permis de montrer que 1’effet inhibiteur du VPA sur
I’expression des miR-144 et 451 n’est pas spécifique des cellules TF1 et que I’Epo
n’est pas impliquée dans ce processus. L’¢tude de la viabilit¢ des cellules K562
montre également que la diminution de 1’expression des miR n’est pas di a la mort

cellulaire.

97




Résultats

4.2.2 L’acide valproique diminue la transcription des miR-144/451,
en corrélation avec ’inhibition de la différenciation érythroide

et la diminution de I’expression de GATA-1

Les résultats précédents ont montré que I’expression des miR-144 et 451 est diminuée
a la fois dans les cellules TF1 stimulées a I’Epo et dans les cellules K562. Dans la
littérature, il est décrit que le géne du cluster de miR-144/451 est positivement régulé
par le facteur de transcription GATA-1.

Les miR-144 et 451 étant considérés comme des miR érythro-spécifiques, nous avons
¢valué leur expression dans les cellules TF1 traitées pendant 72h avec de I’Epo ou du
GM-CSF. L'analyse par PCR en temps réel a montré une augmentation tres
importante de I’expression des miR-144 et 451 dans les cellules stimulées a 1’Epo.
Les résultats montrent une augmentation de 35 et 50 fois pour 1’expression des miR-
144 et 451 respectivement, comparée aux cellules contréles non stimulées. Le GM-
CSF induit seulement une augmentation de I’expression de ces miR de 10 et 12 fois
comparées aux cellules non induites (Figure 29A). Ces résultats confirment donc que
les miR-144 et 451 sont surexprimés lorsque les cellules sont stimulées par I’Epo afin
de les différencier vers la voie érythroide. De plus, nous avons analysé la capacité de
I’Epo a induire la surexpression du facteur de transcription GATA-1. Les résultats
obtenus par western blot montrent que le niveau d’expression de GATA-1 dans les
cellules stimulées au GM-CSF ou a I’Epo est en corrélation avec le niveau
d’expression des miR-144 et 451. L’expression de GATA-1 est plus importante dans
les cellules stimulées a I’Epo que dans les cellules stimulées au GM-CSF. Le co-
traitement Epo/GM-CSF confirme que I’Epo est bien un inducteur de I’expression de
GATA-1 dans les cellules TF1 (Figure 29B). Nous avons ¢galement analysé
I’expression de GATA-1 dans les cellules TF1 et K562 traitées avec 1 mM de VPA
pendant 6, 24 et 48h. Les résultats obtenus par western blot montrent une diminution
significative de I’expression de GATA-1 dés 6h de traitement, dans les deux lignées
cellulaires (Figure 30). Ces résultats sont donc en corrélation avec la diminution de

I’expression des miR-144 et 451 décrite précédemment.
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Figure 29 : Effet de ’Epo et du GM-CSF sur I’expression des miR-144 et 451 et
sur ’expression de GATA-1

Les cellules TF1 ont été stimulées avec de I’Epo (10 U/mL) ou avec 5 ng/mL de GM-
CSF pendant 72h.

A. Les ARN totaux ont été extraits et analysés par PCR en temps réel pour
I’expression des miR-144 et 451. Les résultats ont ¢t€¢ normalisés par rapport au gene
de ménage RNUI1A et calculés par la méthode du AACt.

B. L’expression de GATA-1 a été analysée par la technique de western blot, a partir
d’extraits protéiques nucléaires. L’actine-3 est utilisée comme controle de dépot. Les
valeurs en dessous du western blot correspondent aux quantifications de 1’expression
de GATA-1 rapportée a I’actine et normalisée par rapport au contréle. Les
expériences ont €té réalisées 3 fois. Les données des histogrammes représentent la

moyenne =+ la déviation standard a la moyenne de 3 expériences indépendantes. *p <

0,05.
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Figure 30 : Analyse de I’expression du facteur de transcription GATA-1 dans les

cellules TF1 et K562 traitées au VPA pendant 6, 24 et 48h

Les western blots ont ét¢ réalisé€s a partir d’extraits protéiques nucléaires.

A : Les TF1 ont été stimulées avec de I’Epo (10 U/mL) puis traitées ou non avec 1

mM de VPA pendant 6, 24 et 48h.
B : Les K562 ont été traitées ou non avec | mM de VPA pendant 6, 24 et 48h.

Les graphes représentent les quantifications des bandes sur les blots correspondant a
I’expression de GATA-1 dans les cellules TF1 (a gauche) ou dans les cellules K562 (a
droite). L’expression de GATA-1 est rapportée a I’expression de D’actine-f et
normalisée par rapport au controle = 1. Les données représentent la moyenne =+ la
déviation standard a la moyenne de 3 expériences indépendantes. ****p < 0,0001,

*E%p < 0,001, **p < 0,01 et *p <0,05.
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Afin de vérifier la corrélation entre 1’expression des miR-144 et 451 et I’expression de
GATA-1, nous avons analysé 1’effet du VPA sur I’expression des deux miR matures
et du pré-miR-144 dans les cellules K562 induites avec de 1’aclacinomycine (Acla).
L’Acla induit la différenciation érythroide des cellules K562, principalement
caractérisée par la production d’hémoglobine, en corrélation avec une surexpression
de GATA-1. L’expression des miR matures et du pré-miR a été analysée par PCR en
temps réel. Les résultats montrent une augmentation de I’expression des miR matures,
dans les cellules K562 induites avec de 1’Acla (A) (Figure 31A). Cette augmentation
est inhibée lorsque les cellules sont co-traitées avec du VPA (A/V). Ce dernier
résultat confirme que 1’activité inhibitrice du VPA au niveau de 1’expression des miR,
n’est pas directement liée a la signalisation Epo/EpoR. L’expression du pré-miR
(144/451) a été analysée grace a I'utilisation d’un primer spécifique (pré-miR-144),
ciblant spécifiquement la boucle du miR-144 dans le pré-miR-144/451. Les résultats
obtenus par PCR en temps réel, montrent que I’expression du pré-miR-144/451 est
augmentée lorsque les cellules sont traitées avec de 1’Acla (A) comparé aux cellules
controles (C) (Figure 31A). Dans ces conditions, le VPA est aussi capable d’inhiber
53% de I’induction du pré-miR-144/451, prouvant que le VPA agit sur I’expression
des génes des miR-144/451, avant le processing donc au niveau transcriptionnel.
L’analyse de I’expression de GATA-1 par western blot, nous a permis de corréler la
variation d’expression des miR-144 et 451, a la variation d’expression de GATA-1.
Les résultats obtenus par western blot montrent que I’expression de GATA-1 est
augmentée lorsque les cellules sont traitées avec de 1’Acla et que son expression est
diminuée lorsque les cellules sont co-traitées avec de I’Acla et du VPA (A/V) (Figure
31B). Ces résultats sont donc en accord avec les résultats obtenus sur les miR. Dans
les cellules TF1, nous avons analysé par western blot I’expression des protéines
Argonaute 2 (Ago2) et Exportine 5, qui sont toutes les deux impliquées dans la
régulation de la biogénese des miR (Figure 32). Les résultats montrent que le VPA
n’a pas d’effet sur I’expression de ces deux protéines, ce qui conforte 1I’hypothese que
le VPA agirait au niveau transcriptionnel pour moduler I’expression du géne de miR-

144/451.
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Figure 31 : Effet du VPA sur I’expression des miR-144/451 matures, du pré-miR-
144/451 et de GATA-1 dans les cellules K562 induites a se différencier avec de

I’aclacinomycine

Les cellules K562 ont été traitées avec de I’aclacinomycine (A) et/ou avec 1 mM de
VPA (V) pendant 72h.

A. Les ARN totaux ont ¢té extraits et analysés par PCR en temps réel pour
I’expression des miR-144 et 451 et du pré-miR-144/451. Les résultats ont été
normalisés par rapport au gene de ménage RNUIA et calculés par la méthode du
AACt.

B. Les western blots ont ét¢ réalisés a partir d’extraits protéiques nucléaires. L’actine-
B est utilisée comme contréle de chargement. Les valeurs situées en dessous du
western blot correspondent aux quantifications de 1’expression de GATA-1.

Les données représentent la moyenne + la déviation standard a la moyenne de 3

expériences indépendantes. **p < 0,01 et *p <0,05.
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Figure 32 : Effet du VPA sur l'expression de protéines impliquées dans la

biogénése des miR

Les TF1 ont été stimulées avec de ’Epo (10 U/mL) puis traitées avec 1 mM de VPA
pendant 6, 24 et 48h.

Les western blots ont été réalisés a partir d’extraits protéiques cytoplasmiques et
nucléaires. L’actine-f est utilisée comme controle de chargement. Les résultats

montrent une expérience représentative parmi 3.
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La viabilit¢ des cellules K562 a été analysée pour vérifier que 1’effet inhibiteur du
VPA observé sur I’expression des miR et de GATA-1, n’était pas di a un effet
cytotoxique. Les cellules K562 ont été traitées pendant 72h avec de I’Acla (A), du
VPA (V) seuls ou co-traitées avec de 1’Acla et du VPA (A/V). La viabilité des
cellules a été¢ déterminée par le test d’exclusion au bleu de Trypan et les résultats
montrent que les différents traitements n’affectent pas la viabilité des cellules K562
(Figure 33). L’effet du VPA sur I’expression des miR matures et pré-miR, ainsi que
sur GATA-1 dans les cellules induites avec de I’Acla, n’est pas dii a un effet

cytotoxique du VPA.
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Figure 33 : Analyse de P’effet de I’aclacinomycine et du VPA sur la viabilité des
cellules K562

Les cellules K562 ont été traitées par I’aclacinomycine (A) et/ou 1 mM de VPA (A/V
ou V) pendant 72h. Le nombre de cellules viables a ét¢ déterminé par le test

d’exclusion au bleu Trypan.

Les résultats correspondent a la moyenne =+ la déviation standard a la moyenne de 3

expériences indépendantes. **p < 0,01.
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4.2.3 L’acide valproique inhibe I’expression des miR-144/451 et
augmente ’interaction entre GATA-1 et PU.1 dans les cellules

CD34"

Apres avoir analysé dans les lignées TF1 et K562 I’effet du VPA sur I’expression des
miR impliqués dans la régulation de 1’érythropoicse, nous avons voulu vérifier son
effet sur ’expression des miR-144 et 451 dans les CSH. Les cellules CD34" ont été
stimulées avec de I’Epo et traitées ou non avec 1 mM de VPA pendant 4 jours.
L'analyse de I’expression des miR-144 et 451, par PCR en temps réel, a montré une
diminution significative de leur expression lorsque les cellules sont traitées avec du
VPA (Figure 34A). Ce résultat confirme 1’habilité du VPA a inhiber 1’expression de
ces miR dans les conditions de différenciation érythroide.

Nous avons également analysé I’expression du facteur de transcription GATA-1 qui
régule I’expression de ces deux miR. D’apres les résultats obtenus par western blot, le
VPA n’entraine aucun changement au niveau de 1’expression de GATA-1 dans ces
cellules. L’expression du facteur de transcription NF-E2, un autre facteur
positivement impliqué dans la voie de différenciation érythroide, n’est pas modifié
non plus (Figure 34B). Nous avons ensuite étudié I’expression de facteurs impliqués
dans la régulation négative de 1’érythropoiese comme GATA-2 et PU.1. Ces deux
facteurs de transcription vont agir de fagon négative sur I’érythropoiese, via la
diminution de l’expression ou de I’activité transcriptionnelle de GATA-1. Les
résultats obtenus par western blot décrivent une augmentation de I’expression de PU.1
et de GATA-2 (Figure 34B). En effet, une surexpression de GATA-2 dans des
érythroblastes est en accord avec un blocage de la I’érythropoiése. En ce qui concerne
I’expression de PU.1, qui est un facteur capable de bloquer la différenciation du
proérythroblaste en interagissant avec GATA-1, son augmentation est donc en accord
avec I’inhibition de la différenciation par le VPA observée précédemment au niveau
cellulaire. De plus, I’augmentation de I’expression de PU.1 est en corrélation avec la
diminution de I’expression du miR-155, connu pour cibler la région 3’NT de I’ARNm
de PU.1. En effet, les résultats de PCR en temps réel montrent une diminution de
I’expression du miR-155 dans les cellules CD34" traitées avec 1 mM de VPA pendant
4 jours (Figure 34A).
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Le facteur PU.1 est un inhibiteur de 1’activité transcriptionnelle du facteur GATA-1.
En interagissant avec GATAI1, PU.1 bloque la liaison de GATA-1 a ’ADN et son
activité transcriptionnelle. Par la technique d’immunoprécipitation, nous avons
analysé I’effet du VPA sur I’interaction GATA-1/PU.1. Les résultats montrent que le
VPA est capable d’augmenter I’interaction entre GATA-1 et son inhibiteur dans les
CSH stimulées avec de I’Epo (Figure 35A). Sous ces conditions, I’activité
transcriptionnelle de GATA-1 est inhibée. De plus, il est connu que Dactivité
transcriptionnelle de GATA-1 est dépendante de son acétylation. Nous avons donc
analysé I’effet du VPA sur le statut d’acétylation de GATA-1. Par la technique
d’immunoprécipitation, suivie de la technique de western blot utilisant un anticorps
anti-acétyl lysine pour détecter GATA-1 acétylé, les résultats montrent que GATA-1
n’est pas hyper-acétylé lorsque les cellules CD34" sont co-traitées avec de 1’Epo et du
VPA (Figure 35B). Ce résultat est aussi en accord avec ’absence d’activation de

GATA-1 dans ces conditions.
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Figure 34: Effet du VPA sur D’expression des miR et des facteurs de
transcription impliqués dans la régulation de I’érythropoiese dans les cellules

CD34"

Les CSH ont été stimulées avec de I’Epo (2 U/mL) (E) puis traitées ou non avec 1
mM de VPA (E/V) pendant 4 jours.

A. Les ARN totaux ont été extraits et analysés par PCR en temps réel pour
I’expression des miR-144, 451 et 155. Les résultats ont ét€¢ normalisés par rapport au
gene de ménage RNUIA et calculés par la méthode du AACt.

B. Les western blots ont été réalisés a partir d’extraits protéiques nucléaires. L’actine-
B est utilisée comme controle de chargement. L’expression des différents facteurs a
¢té quantifiée et normalisée par rapport aux cellules controles (E).

Les résultats correspondent a la moyenne + la déviation standard a la moyenne de 3

expériences indépendantes. **p < 0,01 et *p <0,05.
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Figure 35: L’action du VPA sur D’interaction entre GATA-1 et PU.1 et sur
I’acétylation de GATA-1

Les CSH ont été stimulées avec de I’Epo (E) (2 U/mL) puis traitées ou non avec 1
mM de VPA (E/V) pendant 4 jours. La technique d’immunoprécipitation (IP) a été
réalisée sur des extraits de protéines cytoplasmiques (Cyto) et nucléaires (Nucl). Pour
I’IP nous avons utilisé 1’anticorps anti-GATA-1 (goat-C20X).

A. L’¢tude de I'interaction entre GATA-1 et PU.1 a été analysée par la technique
d’immunoprécipitation (IP). La révélation de GATA-1 et PU.1 par western blot a été
réalisée avec des anticorps anti-GATA-1 (N1) et anti-PU. 1.

B. Le statut d’acétylation de GATA-1 a ¢été analysé par la technique
d’immunoprécipitation. La révélation de GATA-1 et GATA-1 acétylé par western
blot a été réalisée avec des anticorps anti-GATA-1 (N1) et anti-acétyl-lysine.

Les IgG servent de controle de chargement. Les expériences ont été réalisées 3 fois.
Les valeurs en dessous des western blots correspondent aux quantifications. ND : non

déterminé.
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En conclusion, ces résultats montrent clairement que le VPA peut moduler
I’expression des miR impliqués dans la régulation de 1’érythropoiése. De plus,
I’utilisation des cellules CD34" nous a permis de confirmer et de corréler la
diminution de I’activité transcriptionnelle de GATA-1 avec la diminution de
I’expression des miR-144 et 451 spécifiquement impliqués dans la régulation de la

voie de différenciation érythroide.
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4.2.4 L’inhibition du miR-451 contribue au blocage de Ila

différenciation érythroide induite par I’acide valproique

Dans le but de vérifier que I’inhibition de I’expression des miR-144/451 contribue au
blocage de 1’érythropoicse, nous avons spécifiquement inhibé I’expression du miR-
451 dans les cellules K562 stimulées avec de 1’aclacinomycine. Afin d’atteindre notre
objectif, nous avons utilis¢ un inhibiteur spécifique du miR-451 qui va inhiber
I’activité du miR endogeéne et son expression apparente. Les cellules K562 non
induites ont été transfectées avec 25, 50 ou 100 nM d’inhibiteur pendant 18h. Nous
avons d’abord vérifié que la transfection n’altére pas la viabilité des cellules puis nous
avons analysé 1’expression du miR-451 par PCR en temps réel. Les résultats du test
d’exclusion au bleu de Trypan montrent que la transfection n’a pas affecté la viabilité
des cellules K562 qui est de 95,9% ; 94,3% et 94,4% lorsque les cellules sont
transfectées respectivement avec 25, 50 et 100 nM d’inhibiteur (Figure 36A).
Concernant 1’expression du miR-451, les résultats de PCR indiquent une diminution
significative, de fagon concentration dépendante, de 1’expression du miR-451 (Figure
36B), validant I’efficacité de la transfection de 1’inhibiteur du miR-451.

Ensuite, nous avons voulu déterminer si la diminution de 1’expression du miR-451
pouvait étre impliquée dans 1’inhibition de la différenciation érythroide induite par le
VPA. Nous avons étudi¢ D’effet de I’inhibiteur de miR-451 sur I’induction de la
différenciation érythroide. Le test de coloration a la benzidine a été réalisé¢ dans un
premier temps sur les cellules non traitées (C), traitées avec de 1’Acla (A) ou co-
traitées avec de I’Acla et du VPA (A/V) pendant 72h, puis sur les cellules transfectées
a blanc (T), sur les cellules transfectées a blanc et traitées avec de 1’Acla (A/T) et sur
les cellules transfectées avec I’inhibiteur et traitées avec de 1’Acla (A/I). Les résultats
montrent que le pourcentage de cellules produisant de 1’hémoglobine est similaire
dans les conditions A et A/T avec respectivement 52 et 57% de cellules benzidines
positives (Figure 37A/B). Dans les conditions A/V, le VPA diminue le pourcentage
de cellules benzidine positives en corrélation avec I’inhibition de GATA-1, avec
6,85% apres 72h de traitement (Figure 37A). Concernant les cellules K562
transfectées pendant 18h avec 'inhibiteur du miR-451, puis traitées avec 10 nM
d’Acla (A/I) pendant 72h, les résultats montrent que 1’inhibiteur est capable d’inhiber

partiellement, mais de facon significative, le pourcentage de cellules benzidine
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positives (47,2 %) (Figure 37B). Ces résultats suggérent donc que la diminution du
miR-451 contribue a I’inhibition de la différenciation érythroide induite par le VPA.
La diminution partielle du pourcentage de cellules benzidine positives peut
s’expliquer par le fait que dans les cellules K562 traitées avec de I’Acla, GATA-1 est
surexprimé, ce qui entraine une activation de la transcription des geénes érythro-
spécifiques comme les globines. Cette activation pourrait contrebalancer ’effet de

I’inhibiteur sur I’expression du miR-451.
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Figure 36 : Effet de I’inhibiteur du miR-451 sur la viabilité des cellules et sur

I’expression apparente du miR-451 dans des cellules K562 transfectées

Les cellules K562 ont été transfectées avec 25, 50 et 100 nM d’inhibiteur de miR-451
(451-Inh) pendant 18h.

A. La viabilité cellulaire a été déterminée par coloration des cellules K562 au bleu de
Trypan apres transfection.

B. Les ARN totaux ont été extraits et analysés par PCR en temps réel pour
I’expression du miR-451. Les résultats ont ét¢ normalisés par rapport au géne de
ménage RNUIA et calculés par la méthode du AACt. Les données représentent la

moyenne + la déviation standard a la moyenne de 3 expériences indépendantes. **p <

0,01 et *p < 0,05.
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Figure 37 : Comparaison entre I’effet du VPA et I’effet de I’inhibiteur de miR-
451 sur la production d’hémoglobine dans les cellules K562 induites par de

I’aclacinomycine

A. L’effet du VPA sur la différenciation érythroide a été évalué grace a un test de
coloration a la benzidine sur les cellules K562 traitées avec de I’aclacinomycine (A)
et/ou 1 mM de VPA (V) pendant 72h.

B. L’effet de I’inhibiteur du miR-451 sur la différenciation érythroide a été évalué
grace a un test de coloration a la benzidine, sur les cellules K562 transfectées avec
I’inhibiteur de miR-451 pendant 18h puis traitées avec de 1’Acla pendant 72h (A/I).
Les tests a la benzidine ont également été réalisés sur les cellules transfectées a blanc
(T) et traitées a 1’aclacinomycine (A/T) pendant 72h. Les données représentent la
moyenne =+ la déviation standard a la moyenne de 3 expériences indépendantes. ****p

<0,0001 et **p <0,01.
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Dans la littérature, il est décrit que la protéine kinase Akt, la protéine anti-apoptotique
Bcl-2 et ’oncoprotéine c-myc sont des cibles du miR-451 chez les mammiferes. La
protéine AKT peut intervenir dans la régulation de 1’érythropoicse, via la voie de
signalisation PI3K/AKT. Nous avons étudié 1I’expression de ces protéines par western
blot, dans les cellules K562 transfectées avec 25 et 100 nM d’inhibiteur ou dans les
cellules K562 traitées avec 1 mM de VPA pendant 18h. L’analyse des western blots
montre que I’inhibiteur du miR-451 induit une augmentation de 1’expression des
protéines Bcl-2, AKT et c-myc de maniere dépendante de la concentration (Figure
38). En parallele, les résultats montrent que le VPA induit une augmentation de
I’expression de Bcl-2 et AKT, en corrélation avec I’inhibition de I’expression du miR-
451 induite par le VPA. En revanche, I’expression de c-myc est diminuée lorsque les
cellules sont traitées avec du VPA. Ce résultat suggere que le VPA module
I’expression de c-myc de maniere indépendante de 1’inhibition du miR-451, mais en

utilisant des mécanismes alternatifs.

En conclusion de cette partie concernant I’effet du VPA au niveau moléculaire, nous
avons montré que le VPA est capable de moduler 1’expression des miR et des facteurs
de transcription impliqués dans la régulation de 1’érythropoic¢se. Nous avons
également montré que la diminution de 1’expression des miR-144/451 par le VPA est
en corrélation avec la diminution de 1’expression de GATA-1. De plus, la diminution
de I’expression du précurseur de miR nous a également permis de conclure que le
VPA agit sur ’expression des génes des miR-144/451, au niveau transcriptionnel.
L’utilisation de I’inhibiteur de miR-451, nous a révélé que I’inhibition du miR-451

par le VPA peut avoir un impact important sur 1’érythropoicse.
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Figure 38 : Effet de l’inhibiteur du miR-451 sur D’expression de protéines

décrites comme cibles du miR-451

Les cellules K562 ont été transfectées pendant 18h avec 25 et 100 nM d’inhibiteur de
miR-451 (451-Inh) ou traitées avec 1 mM de VPA seul. Les western blots ont été
réalisés a partir d’extraits protéiques totaux. L actine-3 est utilisée comme contrdle de
chargement. Les résultats montrent une expérience représentative parmi 3. Les
expressions des différentes protéines ont ¢ét€¢ quantifiées et normalisées par rapport
aux cellules controles (C). Les données correspondent a la moyenne + la déviation

standard a la moyenne de 3 expériences indépendantes. *p < 0,05.
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4.3 Implication de P’activité inhibitrice des HDAC du VPA, dans

P’inhibition de I’érythropoiése

Le VPA étant décrit comme un inhibiteur d’HDAC, nous avons vérifié si cette
activité jouait un rdle dans I’effet du VPA sur 1’érythropoicse. Le but de notre étude
est d’analyser le réle de I’activité inhibitrice des HDAC du VPA, en utilisant le
valpromide (VPM), qui est un médicament antiépileptique ayant une structure
chimique similaire a celle du VPA, mais qui ne possede pas d’activité¢ inhibitrice

d’HDAC et I’entinostat (MS-275), un inhibiteur d’HDAC spécifique de classe 1.

4.3.1 Effet du valpromide et du MS-275 sur la viabilité et la

prolifération des cellules TF1
Nous avons analysé 1’effet du VPM et du MS-275 sur la viabilité¢ des cellules TF1,
par le test d’exclusion au bleu de Trypan. Environ 4x10° cellules ont été traitées avec
10 U/mL d’Epo seule ou en présence de VPM (I mM) ou de différentes
concentrations de MS-275 (0,1 ; 0,5 et 1 uM) pendant 6, 24, 48 et 72h. Les résultats
montrent que la viabilité apres 72h de traitement par le MS-275 a 0,1 uM est de
78,4% de cellules viables, contre 24,1% et 13,7% lorsque les cellules sont traitées
avec 0,5 et 1 uM de MS-275 respectivement (Figure 39). Le MS-275 sera utilisé a la
concentration de 0,1 uM qui présente 1’effet le moins cytotoxique. La viabilité
cellulaire apres un traitement de 72h par le VPM est de 83,4%. Le VPM pourra donc
étre utilis¢ a 1 mM comme son analogue le VPA afin de comparer I’effet des deux
molécules dans les mémes conditions (Figure 39). Concernant la prolifération
cellulaire, les résultats obtenus montrent un effet cytostatique du VPM (1 mM) et du

MS-275 (0,1 uM) apres 72h de traitement (Figure 40).

117



Résultats

100 ~
i****
80 1 T okkkk
=4—Epo
< 60
< =#~Epo/VPM
‘Q
= Epo/MS-275 0.1uM
®
> 40 A =>=Epo/MS-275 0.5uM
Epo/MS-275 1uM
*kkk
20 A
T *kkx
. 3
O T T T 1
6h 24h 48h 72h

Figure 39 : Effet du Valpromide et du MS-27S5 sur la viabilité des cellules TF1

Les cellules TF1 ont été traitées avec 10 U/mL d’Epo seule ou co-traitées avec 1 mM
de Valpromide (VPM) ou différentes concentrations de MS-275 (0,1 ; 0,5 et 1 uM).
Les cellules ont été traitées pendant 6, 24, 48 et 72h. La viabilité¢ cellulaire a été
déterminée par coloration des cellules au bleu de Trypan. Les résultats représentent la

moyenne + la déviation standard a la moyenne de 3 expériences indépendantes. ****p

<0,0001.
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Figure 40 : Effet du VPM et du MS-275 sur la prolifération cellulaire des cellules
TF1

Les cellules TF1 ont été traitées avec 10 U/mL d’Epo seule ou co-traitées avec 1 mM
de valpromide (VPM) ou différentes concentrations de MS-275 pendant 6, 24, 48 et
72h. La prolifération cellulaire est exprimée sous forme d’un ratio entre le nombre de
cellules viables comptées a chaque temps, sur le nombre de cellules viables comptées
au temps Oh. Les courbes correspondent a la moyenne + la déviation standard a la

moyenne de 3 expériences indépendantes. ****p < 0,0001 et *p <0,05.
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4.3.2 Effet de I’acide valproique, du MS-275 et du valpromide sur

I’acétylation des histones
Avant d’étudier ’effet de ces composés sur 1’érythropoicse, nous avons vérifi¢ leur
propriété inhibitrice d’HDAC, grice a Dl’analyse de la modification du statut
d’acétylation de I’histone H4. Les cellules TF1 ont été traitées pendant 24h avec
10U/mL d’Epo seule ou cotraitées avec 0,5 et 1 mM de VPA, 0,1 uM de MS-275, 1
mM de VPM et 1 uM de SAHA. Nous avons utilis¢ le SAHA comme contrdle positif
car cette molécule est un puissant inhibiteur des HDAC. Les résultats montrent que le
VPA utilis¢ a 0,5 et 1 mM, ainsi que le MS-275 et le SAHA sont capables
d’augmenter de fagon significative 1’acétylation de 1’histone H4 (Figure 41). D’une
facon intéressante, le VPA utilis¢ a une concentration de 0,5 mM posséde une activité
inhibitrice ’HDAC, alors que précédemment nous avons montré que le VPA utilisé a
cette concentration n’est pas capable d’inhiber I’érythropoiese. Grace a ce résultat,
nous avons un premier ¢élément de réponse qui montre que [’inhibition de
I’érythropoicse pourrait ne pas passer par I’activit¢ HDAC inhibitrice du VPA.
Concernant le VPM, qui est le controle négatif de I’expérience, car il ne posséde pas
d’activitt HDAC inhibitrice, les résultats de western blot ne révélent aucune
modification du statut d’acétylation de I’histone H4 (Figure 41). Ce dernier résultat
semble donc en accord avec I’absence d’activité HDAC inhibitrice du VPM.
L’analyse de I’expression de I’histone H4 totale ne montre aucune variation
d’expression de cette protéine lors des différents traitements réalisés.
Pour la suite de notre étude, concernant 1’effet de ces molécules sur I’érythropoiese,

nous travaillerons donc avec 0,1 uM de MS-275 et | mM de VPM.
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Figure 41 : Analyse du statut d’acétylation de I’histone H4 en réponse au VPA,
MS-275, VPM et SAHA

Les cellules TF1 ont été traitées pendant 24h avec 10 U/mL d’Epo seule ou co-traitées
avec 0,5 mM et 1 mM de VPA, 0,1 uM de MS-275, 1 mM de VPM et 1 uM de
SAHA. Les protéines ont été isolées par extraction acide, puis analysé€es par western
blot. Le bleu de Coomassie (CB) est utilis¢ comme controle de chargement. Ce
western blot illustre une expérience représentative parmi 3. Le graphe correspond aux
quantifications des western blots représentés sur cette figure. Les valeurs obtenues

sont normalisées par rapport au controle (Epo). *p <0,05.
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4.3.3 Role du valpromide et du MS-275 sur D’érythropoiése, au

niveau cellulaire

Nous avons étudié 1’effet du VPM et du MS-275 sur la différenciation érythroide. Les
cellules TF1 ont été traitées pendant 72h avec 10 U/mL d’Epo seule ou cotraitées
avec du VPA (1 mM), du MS-275 (0,1 uM) et du VPM (1 mM). Les résultats obtenus
par le test de coloration a la benzidine révelent que le pourcentage de cellules
benzidine positives est de 36,3% lorsque les cellules sont traitées avec de 1’Epo,
contre 7% lorsque les cellules sont traitées avec de ’Epo et du VPM (Figure 42A).
Nous pouvons donc observer un effet inhibiteur du VPM sur I’érythropoiese, qui est
similaire a celui du VPA. Concernant I’effet du MS-275, le pourcentage de cellules
benzidine positives reste similaire a celui obtenu dans les cellules contrdles (Epo),
avec 32,6% de cellules benzidine positives. Pour compléter 1’effet de ces composés
sur la différenciation érythroide, nous avons analysé par cytométrie de flux, un
marqueur érythroide spécifique, la glycophorine A (GPA). Les résultats obtenus
montrent que le VPM induit une diminution de I’intensité de fluorescence moyenne
(IMF) apres 48h de traitement, comme dans le cas du VPA, alors que le MS-275
induit une augmentation significative de la IMF par rapport aux cellules controles
(Epo) (Figure 42B).

L’effet inhibiteur du VPM sur la différenciation érythroide a été confirmé dans les
cellules K562 induites a se différencier avec de I’Acla et dans les cellules CD34"
stimulées avec de I’Epo. Concernant la production d’hémoglobine, les résultats
montrent que le VPM est capable de bloquer I'induction de la différenciation par
1I’Acla, puisque le pourcentage de cellules benzidine positives passe de 32,8% a 3,5%
lorsque les cellules sont traitées respectivement avec de 1’Acla seule (A) ou avec de
I’Acla et du VPM (A/VPM) pendant 72h (Figure 43A). Dans les cellules CD34", le
pourcentage de cellules benzidine positives passe de 15 a 2 % lorsque les cellules sont
traitées respectivement avec de I’Epo seule ou avec de I’Epo et du VPM pendant 4
jours (Figure 43B). L’effet du VPM sur la différenciation érythroide induite dans les
CD34" a été confirmé par ’analyse par cytométrie de flux du marqueur GPA. Les
résultats indiquent que le VPM diminue I’intensité moyenne de fluorescence de 50%
lorsque les cellules sont traitées pendant 4 jours avec 1 mM de VPM (Figure 44A).

De plus, I’analyse de la viabilité des cellules CD34" aprés 4 jours de traitement
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permet d’affirmer que 1’effet du VPM sur la différenciation des cellules, n’est pas di
a un effet du VPM sur la viabilité des cellules. Les résultats montrent qu’apres 4 jours
de traitement, la viabilité est de 90% lorsque les cellules sont traitées avec de I’Epo
seule, contre 72% lorsque les cellules sont co-traitées avec de ’Epo et 1 mM de VPM

(Figure 44B).
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Figure 42 : Etude de D’effet du VPM et du MS-275 sur la différenciation

érythroide en comparaison avec I’effet du VPA

Les cellules TF1 ont été traitées avec de I’Epo (10 U/mL) seule ou co-traitées selon
les conditions suivantes : Epo/VPA, Epo/MS-275 et Epo/VPM pendant 6, 24, 48 ou
72h.

A. L’effet du VPM et du MS-275 sur la différenciation érythroide a été évalué grace
au test de coloration a la benzidine, apres 72h de traitement.

B. Evaluation par cytométrie de flux du marqueur érythroide, glycophorine A (GPA).
Les courbes représentent 1’intensité moyenne de fluorescence en fonction du temps de
traitement. Les résultats correspondent a la moyenne + la déviation standard a la
moyenne de 3 expériences indépendantes. ****p < 0,0001, ***p < 0,001, **p < 0,01

et *p <0,05.
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Figure 43 : Effet du VPM sur la différenciation érythroide des cellules K562

induites avec de I’aclacinomycine et des CD34" induites avec de I’Epo

L’effet du VPM sur la différenciation érythroide a ét¢ analysé aprés 72h de
traitement, par le test de coloration a la benzidine qui met en évidence les cellules
produisant de ’hémoglobine.

A. Les cellules K562 ont été induites a se différencier vers la voie érythroide avec de
I’aclacinomycine (Acla) et co-traitées avec 1| mM de VPM pendant 72h.

B. Les cellules CD34" ont été induites a se différencier vers la voie érythroide avec de
I’Epo et co-traitées avec 1 mM de VPM pendant 4 jours.

Les résultats correspondent a la moyenne + la déviation standard a la moyenne de 3

expériences indépendantes. ****p <(,0001, ***p < 0,001, **p < 0,01 et *p <0,05.
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Figure 44 : Effet du VPM sur la différenciation érythroide et sur la viabilité des
cellules CD34"

Les cellules CD34" ont été traitées avec 2 U/mL d’Epo seule ou co-traitées avec de
I’Epo et 1 mM de VPM pendant 4 jours.

A. Evaluation par cytométrie de flux du marqueur érythroide : glycophorine A (GPA).
Les histogrammes correspondent a la moyenne + la déviation standard a la moyenne
de 3 expériences indépendantes et les valeurs présentées sont égales au rapport de
I’IMF des cellules traitées au VPM sur I’'IMF des cellules controles (Epo).

B. La viabilité cellulaire a été déterminée par coloration des cellules au bleu de
Trypan. Les résultats correspondent représentent la moyenne + la déviation standard a

la moyenne de 3 expériences indépendantes. *p < 0,05.
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En conclusion, le VPM exerce le méme effet inhibiteur que le VPA sur la
différenciation érythroide des cellules TF1, K562 et CD34" induites a se différencier
vers cette voie avec différents inducteurs. De plus, nous avons montré que cet effet
sur la différenciation est indépendant de la mort cellulaire. Etant donné les propriétés
du VPM, il semblerait que I’activit¢ HDAC inhibitrice du VPA n’intervienne pas dans
I’inhibition de cette voie de différenciation. En ce qui concerne 1’effet du MS-275 sur
I’érythropoicse au niveau cellulaire, les résultats de cytométrie de flux et de coloration
a la benzidine ont confirmé un effet inducteur de la différenciation érythroide dans les
cellules TF1. Les résultats obtenus, opposés a ceux du VPA, permettent donc de
suggérer que ’activit¢ HDAC inhibitrice de classe 1 n’est pas nécessaire pour

I’inhibition de la différenciation érythroide.
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4.3.4 Effet du valpromide et du MS-275 sur I’érythropoiése, au

niveau moléculaire

Nous avons débuté 1’analyse de I’effet du VPM et du MS-275 sur la différenciation
¢rythroide au niveau moléculaire, par 1’analyse de 1’expression du facteur de
transcription GATA-1 et de la y-globine. Les cellules TF1 ont été stimulées avec de
I’Epo et traitées avec 1 mM de VPA, 1 mM de VPM ou 0,1 uM de MS-275 pendant
48h. Les résultats obtenus par western blot indiquent que le VPA et le VPM sont
capables d’inhiber partiellement ou totalement I’expression de la y-globine, alors que
le MS-275 ne présente pas d’effet sur I’expression de cette protéine. L’expression de
GATA-1 est inhibée par le VPM de la méme fagon qu’avec le VPA (résultat décrit
précédemment), par contre son expression est augmentée de 1,8 fois lorsque les
cellules sont traitées avec du MS-275 (Figure 45). Nous avons complété cette étude
sur le plan moléculaire, par I’analyse de I’expression des miR-144/451 dans les
cellules TF1.

Les résultats précédents ont ét¢ confirmés, puisque le VPM est capable de réduire
respectivement de 3 et 7,7 fois I’expression des miR-144 et 451, en accord avec la
diminution de I’expression de GATA-1. Au contraire, le MS-275 augmente
I’expression de 1,2 et 1,3 fois de ces miR en accord avec 1’augmentation de
I’expression de GATA-1 (Figure 46).

De plus, I’analyse de 1’expression de GATA-1 et des miR-144 et 451 a été réalisée
dans les cellules K562 induites avec I’Acla et traitées par le VPM. Les résultats de
western blot montrent que le VPM prévient I’augmentation de 1’expression de GATA-
1 par I’Acla (Figure 47) et ceci en corrélation avec I’inhibition des miR observée par

PCR en temps réel (Figure 48).
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Figure 45 : Expression du facteur de transcription GATA-1 et de la y-globine
dans les cellules TF1 traitées avec du VPA, du VPM ou du MS-275

Les cellules TF1 ont été traitées avec de I’Epo (10 U/mL) seule ou co-traitées selon
les conditions suivantes : Epo/VPA, Epo/MS-275 et Epo/VPM pendant 48h.

Les western blots ont été réalisés a partir d’extraits protéiques cytoplasmiques et
nucléaires. L’actine-p est utilisée comme controle de chargement. Les différents
western blots représentent chacun une expérience représentative parmi 3. Les graphes
en dessous du western blot correspondent aux quantifications de la y-globine et de

GATA-1. Les valeurs obtenues sont normalisées par rapport au controle (Epo). **p <
0,01 et *p <0,05.
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Figure 46 : Analyse de I’expression des miR-144 et 451 dans les cellules TF1
traitées avec du VPM et du MS-275

Les cellules TF1 ont été traitées avec de I’Epo (10 U/mL) seule ou co-traitées selon
les conditions suivantes : Epo/MS-275 et Epo/VPM pendant 48h.

Les ARN totaux ont été extraits et analysés par PCR en temps réel pour 1’expression
des miR-144 et 451. Les résultats ont €té normalisés par rapport au gene de ménage
RNUTA et calculés par la méthode du AACt.

Les données des histogrammes représentent la moyenne + la déviation standard a la

moyenne de 3 expériences indépendantes. ****p < 0,0001 et *p <0,05.
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Figure 47 : Effet du VPM sur ’expression du facteur de transcription GATA-1

dans les cellules K562 induites avec de ’aclacinomycine

Les cellules K562 ont été induites a se différencier vers la voie érythroide avec 10 nM
d’aclacinomycine (Acla) et co-traitées avec 1 mM de VPM pendant 72h.

L’expression de GATA-1 a ¢été analysée par western blot a partir d’extraits nucléaires.
L’actine-f est utilisée comme controle de chargement. Le western bot représente une
expérience parmi 3. Les graphes en dessous du western blot correspondent aux
quantifications de GATA-1. Les valeurs obtenues sont normalisées par rapport au
contrdle (C). Les résultats représentent la moyenne + la déviation standard a la

moyenne de 3 expériences indépendantes.
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Figure 48 : Effet du VPM sur P’expression des miR-144 et 451 dans les cellules

K562 induites avec de I’aclacinomycine

Les cellules K562 ont ¢été induites a se différencier vers la voie érythroide avec 10 nM
d’aclacinomycine et co-traitées avec 1 mM de VPM pendant 72h. Les ARN totaux
ont été extraits et analysés par PCR en temps réel pour ’expression des miR-144 et
451. Les résultats ont €t¢é normalisés par rapport au gene de ménage RNUIA et
calculés par la méthode du AACt. Les données des graphes représentent la moyenne +
la déviation standard a la moyenne de 3 expériences indépendantes. ***p < 0,001,
**p < 0,01 et *p < 0,05. Les $ correspondent aux tests ANOVA réalisés par rapport
aux valeurs obtenues avec 1’Acla. $$$p < 0,001 et $$p < 0,01.
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En conclusion, le VPM est capable d’inhiber la différenciation érythroide au niveau
cellulaire et cet effet inhibiteur est confirmé au niveau moléculaire, avec une
diminution de I’expression de GATA-1 et de la y-globine ainsi que des miR-144 et
451, impliqués dans la régulation de 1’érythropoicse. L’effet du MS-275 s’oppose a
celui du VPM sur de la différenciation érythroide, avec une induction de cette voie au
niveau cellulaire et une augmentation de I’expression des miR et des facteurs
impliqués dans la régulation de cette voie. Ces résultats, nous permettent de conclure
que Peffet inhibiteur du VPA sur la voie de différenciation érythroide est indépendant

de son activitée HDACI.
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4.4 Effet de I’acide valproique sur la mégacaryopoiése

Comme les érythrocytes et les mégacaryocytes dérivent d’un progéniteur
hématopoiétique commun et qu’ils partagent de nombreux facteurs de régulation,
nous avons analysé 1’effet du VPA sur la différenciation mégacaryocytaire. Nous
allons étudier I’effet du VPA au niveau cellulaire et au niveau moléculaire dans les
cellules Meg-01 stimulées ou non avec un ester de phorbol, le TPA (12-O-
tétradécanoyl-phorbol-13-acétate), qui induit I’engagement des cellules dans cette

voie de différenciation.

4.4.1 Analyse de P’acide valproique au niveau cellulaire, sur la

différenciation mégacaryocytaire des cellules Meg-01

Afin d’étudier I’effet du VPA sur la différenciation mégacaryocytaire, nous avons
utilisé la lignée mégacaryoblastique Meg-01. Au niveau cellulaire, nous avons
observé I’effet du VPA sur la morphologie cellulaire par des colorations de May-
Griinwald Giemsa (MGG). Les colorations sont réalisées sur ces cellules apres 3 jours
de traitement avec 1 mM de VPA, 100 nM de TPA ou aprés un co-traitement
TPA/VPA. Le TPA permet I’induction de la différenciation mégacaryocytaire et est
utilis€ comme contrdle positif. Aprés 3 jours de traitement, nous pouvons observer
dans notre systeme in vitro, la formation de cellules semblables a des
mégacaryoblastes (fleches noires) et a des mégacaryocytes basophiles (fleches
rouges) (Figure 49). En effet, nous pouvons constater une augmentation importante de
la taille des cellules et de leur noyau qui devient polylobé, lorsque les cellules sont
traitées avec du VPA et/ou du TPA. Nous pouvons €galement observer la formation
d’excroissances cytoplasmiques, dont la fragmentation donne normalement naissance
aux plaquettes sanguines. Les cellules différenciées ont été comptées et le résultat
montre que le TPA et le VPA induisent 32,5% et 23% de cellules différenciées
respectivement par rapport au controle (environ 2%). De plus, nous pouvons
remarquer que le VPA ne bloque pas I’induction de la voie mégacaryocytaire induite
par le TPA, puisque lorsque les cellules sont traitées avec du TPA et du VPA le

pourcentage de cellules différenciées est de 42%.
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Figure 49 : Effet du VPA sur la morphologie des cellules Meg-01

Les cellules Meg-01 ont été traitées ou non (C) avec 100 nM de TPA, 1 mM de VPA
ou co-traitées avec du TPA et du VPA (TPA/VPA). Les colorations MGG ont été
effectuées aprés 3 jours de traitement. Les fléches rouges indiquent des
mégacaryocytes basophiles et les fleches noires indiquent les mégacaryoblastes. Les
photos ont été prises au microscope optique, objectif X20. L’échelle (barre
horizontale) correspond a 50 uM. Le pourcentage de cellules différencices a été
¢valué par comptage des cellules présentant une morphologie correspondant a un
stade de différenciation mégacaryocytaire, au sein des cellules traitées par rapport aux
cellules non traitées (C). Les résultats représentent la moyenne + la déviation standard

a la moyenne de 3 expériences indépendantes. ****p < (0,0001 et ***p < 0,001.
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L’induction de la différenciation par le VPA et le TPA a été confirmée par 1’analyse
du marqueur mégacaryocytaire CD61 par cytométrie de flux. Les résultats obtenus
apreés 72h montre que le VPA induit une augmentation de 1,7 fois I’intensit¢ moyenne
de fluorescence (IMF), comparée a la IMF des cellules controles (non traitées).
Concernant les cellules traitées avec du TPA, les résultats indiquent une augmentation

de 2,9 fois de I'IMF (Figure 50).
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Figure 50 : Analyse par cytométrie de flux du marqueur mégacaryocytaire CD61

dans les cellules Meg-01

Les cellules Meg-01 ont ét¢ traitées ou non (C) avec 100 nM de TPA, 1 mM de VPA
ou co-traitées avec du TPA et du VPA (TPA/VPA).

Le marqueur mégacaryocytaire CD61 a été analysé¢ par cytométrie de flux. Les
courbes correspondent a I’intensité moyenne de fluorescence (IMF) en fonction de la
durée du traitement. Les résultats représentent la moyenne + la déviation standard a la

moyenne de 3 expériences indépendantes. ****p < 0,0001 et **p <0,01.
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L’effet du VPA et du TPA a été analysé sur la viabilité et la prolifération des cellules
Meg-01. Les cellules ont été traitées pendant 0, 6, 24 et 72h avec 1 mM de VPA ou
avec 100 nM de TPA. Le test d’exclusion au bleu de Trypan a révélé un effet du VPA
et du TPA significatif, mais faible, sur la viabilité des cellules avec un pourcentage de
viabilité¢ d’environ 80% a 72h de traitement (Figure 51A). Les résultats indiquent que
le VPA a un effet cytostatique a 72h de traitement, puisque les cellules traitées ont
une croissance ralentie comparée aux cellules non traitées (C) (Figure 51B). L’arrét
de la prolifération cellulaire est donc en accord avec I’induction de la différenciation

mégacaryocytaire par le VPA.

Ces résultats montrent que contrairement a la voie érythroide, le VPA n’inhibe pas la
différenciation mégacaryocytaire. Les résultats de MGG et de cytométrie de flux
indiquent que le VPA est plutét capable d’induire cette voie de différenciation. En
conclusion, I’effet inhibiteur du VPA sur la différenciation érythroide ne correspond

pas un effet général sur I’hématopoiese.
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Figure 51 : Effet du VPA sur la viabilité et la prolifération cellulaire des cellules

Meg-01

Les cellules Meg-01 ont ¢été traitées avec 1 mM de VPA ou avec 100nM de TPA
pendant 0, 6, 24 et 72h.

A. La viabilité cellulaire a ét¢ déterminée par le test d’exclusion au bleu de Trypan.

B. La prolifération cellulaire est exprimée sous forme d’un ratio entre le nombre de
cellules viables comptées a chaque temps, sur le nombre de cellules viables comptées
au temps Oh.

Les courbes correspondent a la moyenne + la déviation standard a la moyenne de 3

expériences indépendantes. ****p < (,0001, ***p < 0,001.
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4.4.2 Analyse de ’effet de I’acide valproique au niveau moléculaire,

sur la différenciation mégacaryocytaire des cellules Meg-01

Apres avoir montré que le VPA est capable d’induire la différenciation
mégacaryocytaire au niveau cellulaire, nous avons analysé son effet au niveau
moléculaire. Compte tenu des points de convergences entre I’érythropoiese et la
mégacaryopoicse concernant les facteurs de régulation, nous nous sommes intéressés
a I’effet du VPA sur les miR étudiés dans les modeles érythroides précédents.

Les cellules Meg-01 ont été traitées pendant 6, 24 et 72h avec 1 mM de VPA. Comme
pour les cellules TF1 et K562, les résultats de PCR en temps réel montrent que
I’expression des miR-144 et 451 diminue de facon significative lorsque les cellules
sont traitées avec du VPA (Figure 52). L expression du miR-27a, qui est impliquée
positivement dans la voie de la mégacaryopoiese, augmente de 3 fois des 6h de
traitement avec le VPA. Son niveau d’expression diminue cependant progressivement
aux temps 24 et 72h. Concernant 1’expression des miR-221 et 222, leur expression
reste inchangée lors du traitement au VPA.

Pour compléter cette étude au niveau moléculaire, nous avons analysé 1’effet du VPA
sur I’expression de certains facteurs de transcription impliqués dans la régulation de la
mégacaryopoiese. Nous avons observé par western blot (Figure 53B), que le VPA est
capable de diminuer I’expression du facteur GATA-1 dans les cellules Meg-01 en
accord avec la diminution de D’expression des miR-144 et 451. Au contraire,
I’expression de GATA-2 est augmentée, en accord avec I’induction de la
mégacaryopoicse, puisque ce facteur est nécessaire pour 1’orientation des CSH dans
cette voie. D’autre part, nous avons analysé par PCR en temps réel ’effet du VPA sur
I’expression de ’ARNm du facteur de transcription RUNXI, impliqué dans la
régulation de la mégacaryopoicse. Les résultats montrent une diminution de
I’expression de ’ARNm de RUNXI1 dés 6h de traitement au VPA, en accord avec

I’activation de la mégacaryopoicse et I’augmentation du miR-27a (Figure 53A).
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Figure 52 : Effet du VPA sur ’expression des miR impliqués dans la régulation

de la mégacaryopoiése

Les cellules Meg-01 ont été traitées avec 1| mM de VPA pendant 6, 24 et 72h. Les
ARN totaux ont été extraits et analysés par PCR en temps réel pour 1’expression des
miR-221, 222, 144, 451 et 27a. Les résultats ont €té normalisés par rapport au géne de
ménage RNUIA et calculés par la méthode du AACt. Les résultats représentent la
moyenne + la déviation standard a la moyenne de 3 expériences indépendantes. **p <

0,01 et *p < 0,05.
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Figure 53 : Effet du VPA sur I’expression des facteurs de transcription impliqués

dans la régulation de la mégacaryopoiése

Les cellules Meg-01 ont été traitées avec 1 mM de VPA pendant 6, 24 et 72h.

A. Les ARN totaux ont été extraits et analysés par PCR en temps réel pour
I’expression de I’ARNm de RUNXI. Les résultats ont ét¢ normalisés par rapport au
gene de ménage actine-p et calculés par la méthode du AACt.

B. L’expression de GATA-1 et GATA-2 a ¢ét¢ analysée par western blot a partir
d’extraits nucléaires. L’actine-f est utilisée comme contrdle de chargement. Les
western blots représentent chacun une expérience parmi 3. Le graphe sous le western
blot correspond aux quantifications de GATA-1 et GATA-2. Les valeurs obtenues
sont normalisées par rapport au controle (C).

Les valeurs des quantifications représentent la moyenne =+ la déviation standard a la

moyenne de 3 expériences indépendantes. **p < 0,01 et *p < 0,05.
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L’ensemble des résultats montre que le VPA est capable d’inhiber la différenciation
¢rythroide et d’induire la différenciation mégacaryocytaire. Nous nous sommes donc
intéressés a la capacité du VPA de provoquer une transition entre la voie €érythroide
qui est inhibée et la voie mégacaryocytaire qui est induite, en modulant 1’expression
de facteurs de transcription impliqués dans les deux voies mais de maniere
contradictoire. Ainsi, outre le facteur PU.1 dé¢ja étudié plus haut, les facteurs de la
famille ETS, ETS-1, Fli-1 et GABP-a, qui favorisent la voie mégacaryocytaire tout
en inhibant la voie érythroide ont été analysés. Nous avons traité les cellules CD34"
avec 10 U/mL d’Epo et | mM de VPA pendant 4 jours et nous avons analysé
I’expression de ces facteurs de transcription. De fagon intéressante, 1’expression des
trois facteurs de transcription est clairement et significativement augmentée, ce qui est
en accord avec Dactivation potentielle du développement mégacaryocytaire. En
revanche, les résultats de western blot indiquent que I’expression du facteur de

transcription RUNX1 n’est pas modifi¢e dans ces conditions (Figure 54).

En conclusion, les résultats montrent 1’effet spécifique du VPA sur les miR et les
facteurs de transcription impliqués dans la mégacaryopoiese. La diminution de
I’expression de GATA-1 et des miR-144/451 n’entraine pas d’inhibition de la voie
mégacaryocytaire et semble donc étre plus spécifiques de la voie érythroide.
L’augmentation de I’expression de GATA-2 est en accord avec I’induction de la voie
mégacaryocytaire. L’induction de I’expression du miR-27a est en lien avec la
diminution de I’expression de I’ARNm du facteur de transcription RUNXI.

De plus, I'utilisation des CSH induites avec de I’Epo et traitées avec du VPA a permis
de mettre en évidence que le VPA module I’expression de facteurs de transcription
communs aux voies de différenciation érythroide et mégacaryocytaire, notamment les

facteurs de la famille ETS et de la famille GATA.
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Figure 54 : Expression des facteurs de transcription impliqués dans la régulation

de la mégacaryopoiése dans les cellules CD34"

Les cellules CD34" ont été stimulées avec de 1’Epo et traitées ou non avec 1 mM de
VPA pendant 4 jours.

L’expression des différents facteurs de transcription a été analysée par western blot a
partir d’extraits protéiques nucléaires. L’actine- est utilisée comme contrle de
chargement. Les western blots correspondent chacun a une expérience représentative
parmi 3. Le graphe a coté du western blot correspond aux quantifications des
différents western blots. Les valeurs obtenues sont normalisées par rapport au
controle (C).

Les valeurs des quantifications représentent la moyenne =+ la déviation standard a la

moyenne de 3 expériences indépendantes. **p < 0,01 et *p <0,05.
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5 Discussion

Le VPA est utilisé¢ depuis 1967 comme médicament antiépileptique et psychotrope.
Plus récemment, il a été¢ décrit comme un inhibiteur des histones désacétylases
(HDAC), conférant a cette molécule un intérét en thérapie anti-cancéreuse. Son
utilisation en neuropsychiatrie a permis d’obtenir de nombreuses données cliniques
concernant ses effets secondaires (Chateauvieux et al. 2010). Notamment, le role du
VPA dans les troubles hématologiques est en corrélation avec sa toxicité directe sur la
moelle osseuse, entrainant ainsi des thrombocytopénies, des dysfonctionnements
plaquettaires, des anémies aplasiques, des coagulopathies, des hypofibrinogénémies,
des déficiences du facteur XIII de coagulation et la maladie de Von Willebrand. Des
travaux antérieurs réalisés au laboratoire ont démontré la capacité du VPA de bloquer
le processus de différenciation érythrocytaire, induit par des agents différenciants
dans les cellules leucémiques (Chateauvieux et al. 2011). Basé sur ces résultats, nous
démontrons ici que le VPA, qui possede une activité inhibitrice des HDAC
principalement de classe I (Gottlicher 2004; Gurvich et al. 2004), est capable de
moduler la différenciation érythroide, tout en favorisant les -caractéristiques
mégacaryocytaires. Cette modulation passe par la modification de 1’expression des
facteurs de transcription et de miR impliqués dans la régulation de I’hématopoicse,

mais se révele étrangere a 1’activité inhibitrice des HDAC.

5.1 Choix des modéles cellulaires

Les cellules souches hématopoiétiques (CSH) sont des cellules indifférenciées portant
le marqueur CD34. Ce marqueur est également retrouvé au niveau des progéniteurs
hématopoiétiques. Sous 1’action des différentes cytokines, les CSH vont s’engager
vers [’une des voies de différenciation, pour donner naissance aux différentes cellules
sanguines. Il existe différentes sources de CSH : la moelle osseuse, le sang circulant
et le sang de cordon ombilical. Dans notre cas, nous avons travaillé a partir de cellules
du sang de cordon car il est facile a obtenir, ne présente aucun risque pour 1’enfant ni
la mére, et le prélévement est sans douleur. Aprés I’isolement, les cellules CD34" sont

mises en culture dans du milieu sans sérum, en présence d‘un cocktail de cytokines et

144



Discussion

de facteurs de croissance comme 1’IL3 et le SCF, qui permettent la survie et la
prolifération des cellules. Nous avons validé ce systéme in vitro afin d’étudier I’effet
du VPA sur I’érythropoiese. En effet, des travaux réalisés au laboratoire ont montré
que suite a une stimulation avec de I’IL3, du SCF et de I’Epo, les cellules sont
capables de reproduire les différents stades de la différenciation érythroide
(Grigorakaki et al. 2011). Ce systtme nous semble donc étre un bon modéle
expérimental qui représente toutefois une simplification de la situation in vivo,
puisque nous ne tenons pas compte des autres facteurs de croissance et cytokines
impliqués dans I’hématopoicse. De plus, une des limites de ce modele est
I’hétérogénéite, car les cellules ne sont pas toutes au méme stade de différenciation et
sont donc susceptibles de répondre différemment a 1’Epo. Cependant, nous avons
décidé de travailler sur I’ensemble des cellules CD34", sans isoler les progéniteurs
¢rythroides, afin d’observer I’effet du VPA dans des conditions les plus proches
possibles de la réalité physiologique.

Les cellules TF1 sont dépendantes, pour leur survie et leur prolifération, de GM-CSF
ou d’Epo. Dans nos conditions, les cellules TF1 sont maintenues en culture en
présence de GM-CSF, mais stimulées avec de I’Epo dans le but d’induire la
différenciation érythroide. Il est important de noter cependant que, d’apres les travaux
de Liu et al., les cellules qui sont cultivées en présence de GM-CSF peuvent dans
certaines conditions, générer des cellules érythroides (Liu et al. 2010). Le modele TF1
est intéressant car il se rapproche de celui des cellules CD34", par I’induction de la
différenciation érythroide par I’Epo. En revanche, dans le cas des cellules TF1, I’IL3
et le SCF ne sont pas nécessaires car I’Epo est capable d’assurer leur croissance, leur
survie et la différenciation érythroide. La population cellulaire reste donc homogene,
permettant ainsi d’isoler ’effet du VPA. Cependant, les cellules TF1 sont des cellules
de leucémie my¢éloide aigué exprimant la protéine de fusion PML-RAR«a
(promyleocytic leukemia-retinoic acid receptor alpha), qui entraine 1’activation
constitutive de la transcription de nombreux genes pouvant modifier le
développement érythroide normal. Cette onco-protéine de fusion PML-RARa, est
¢galement impliquée dans la survie et donc dans la résistance a 1’apoptose des cellules
leucémiques (Rogaia et al. 1995).

Les cellules K562 sont bloquées a un stade précoce de différenciation et expriment

naturellement des marqueurs érythroides, mégacaryocytaires et my¢loides (Zhu et al.
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2002), mais ces cellules sont majoritairement utilisées comme modele pour la
différenciation érythroide. C’est dans ce sens que nous avons choisi d’utiliser ces
cellules. Elles sont issues d’une leucémie myéloide chronique (LMC) en phase
blastique, et se caractérisent donc par une anomalie chromosomique: le chromosome
de Philadelphie, qui résulte d'une translocation entre les chromosomes 9 et 22
t(9;22)(q34;q11), a 'origine de la fusion entre les génes « breakpoint cluster region »
(Ber) et le gene Abelson (Abl). Le gene de fusion généré code pour 1’oncoprotéine
Ber-Abl. De maniere intéressante, les cellules K562 ne répondent pas a I’Epo bien
qu’elles expriment le récepteur EpoR. Sous I’action de différents agents chimiques
comme les anthracyclines, I’hémine ou certains inhibiteurs d’HDAC (apicidine,
butyrate de sodium), elles peuvent se différencier vers la voie érythrocytaire en
synthétisant de I’Hb. Les travaux précédemment réalisés au laboratoire avaient
montré ’effet du VPA sur ’expression du facteur de transcription GATA-1, dans les
cellules K562 induites a se différencier vers la voie érythroide avec de
I’aclacynomycine (Acla), de la doxorubicine (Dox), du radicicol ou de I’hémine
(Chateauvieux et al. 2011). Pour notre ¢tude, nous avons décidé d’analyser 1’effet du
VPA sur les cellules K562 induites avec de 1’Acla, car dans ces conditions les cellules
surexpriment le facteur GATA-1 (Morceau et al. 1996). Seul I’ester de phorbol TPA a
¢té décrit comme un inducteur des marqueurs spécifiques de la différenciation
mégacaryocytaire dans ces cellules.

Afin d’étudier I’effet du VPA sur la différenciation mégacaryocytaire, nous avons
donc choisi une lignée mégacaryoblastique, également issue d’une LMC, la lignée
Meg-01. Comme les cellules K562, ces cellules expriment de manicre constitutive la
proté¢ine Bcer-Abl.  Cette lignée présente toutes les caractéristiques des
mégacaryocytes, notamment par la présence de I’intégrine allbB3. Il nous a donc
semblé plus appropri¢ d’utiliser ces cellules plutot que les cellules K562, pour étudier
la voie de différenciation mégacaryocytaire. Ces cellules Meg-01 peuvent étre

induites a se différencier vers la voie mégacaryocytaire grace au TPA.

5.2 L’acide valproique et la différenciation

Ce travail nous a permis de montrer que le VPA module I’expression d’un panel de

miR, impliqués dans la régulation des voies de différenciation érythroide et

146



Discussion

mégacaryocytaire (Havelange et al. 2010; Bianchi et al. 2012; Zhang et al. 2012).
L’expression des miR-144 et 451 est diminuée par le VPA dans les cellules stimulées
a ’Epo (les cellules TF1 et CD34"), ainsi que dans les cellules indifférenciées (K562
et Meg-01). Cet effet inhibiteur du VPA est indépendant d’un effet cytotoxique. La
diminution de I’expression des miR-144 et 451 est concomitante avec la diminution
de TI’expression du facteur de transcription GATA-1. En effet, pendant
I’érythropoicse, le facteur GATA-1 active la transcription du géne codant pour les
miR-144 et 451, en prenant la place du facteur de transcription GATA-2 au niveau du
promoteur (Dore et al. 2008; Li et al. 2013). Dans les cellules TF1, I’Epo induit une
surexpression spectaculaire de ces miR en accord avec le niveau d’expression ¢€leveé
décrit dans les cellules érythroides (Rasmussen et al. 2010; Bianchi et al. 2012).
Lorsque les cellules sont traitées avec du GM-CSF, I’expression de ces deux miR est
¢galement augmentée par rapport aux cellules privées de cytokine au temps 0. Les
résultats montrent que 1’augmentation est beaucoup moins importante qu’avec 1’Epo,
mais toujours en corrélation avec le niveau d’expression du facteur GATA-1. Par
western blot, nous avons observé une expression basale de GATA-1 lorsque les
cellules sont cultivées avec du GM-CSF pendant 72h. Cette observation vient du fait
que dans certaines conditions, les TF1 cultivées en présence de GM-CSF peuvent
générer des cellules érythroides et donc induire I’expression de GATA-1. Cependant
dans ces conditions, 1’expression basale de GATA-1 est en lien avec 1’augmentation
de I’expression des miR-144 et 451, spécifiquement impliqués dans la voie de
différenciation érythroide.

Ce constat est confirmé dans les cellules K562 stimulées avec de 1I’Acla, puisque
I’expression des miR matures 144 et 451 est augmentée en accord avec 1’induction de
GATA-1 (Morceau et al. 1996; Morceau et al. 1996). De plus, le VPA prévient cet
effet, en corrélation avec I’inhibition de D’expression de GATA-1. De fagon
intéressante, 1’expression du précurseur de miR (pré-miR) qui est principalement
nucléaire par rapport au miR mature et qui est présent avant la phase de biogénése, est
affectée de la méme maniere que celle des miR matures. Ce résultat montre que le
VPA agit probablement d’abord sur la transcription du gene de miR-144/451 et ceci
en concordance avec I’inhibition de GATA-1. Cependant, ces résultats ne peuvent
exclure la possibilité que le VPA module I’expression des miR en affectant ¢galement
leur biogenese. En effet, les miR sont exportés vers le cytoplasme sous forme de pré-

miR, comportant la boucle de la structure en épingle a cheveux avant d’étre clivée.
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Celle-ci n’est donc pas exclusivement présente dans le noyau. De plus, 1’expression
des deux miR matures n’est pas affectée de la méme facon lors de la cinétique
effectuée sur les cellules K562 et TF1. Il a été décrit que le processus de maturation
présente des différences entre les miR-144 et 451, par rapport a I’implication de la
protéine Ago2 et du complexe DICER. La protéine Ago2 est essentielle pour la
différenciation €rythroide, car les souris présentant une déficience de cette protéine
révelent de séveres anomalies du processus érythroide (O'Carroll et al. 2007).
Contrairement au miR-144, la maturation du miR-451 est indépendante de DICER
alors que la protéine Ago2 est fortement impliquée (Cheloufi et al. 2010). Par
conséquent, il était intéressant de vérifier I’effet du VPA sur certains éléments de
régulation de la biogenese, notamment la protéine Ago2. Les résultats n’ont pas
révélé de modification significative dans D’expression de cette protéine apres
traitement des cellules par le VPA. De méme, la protéine exportine 5, qui permet le
passage des pré-miR dans le cytoplasme, n’est pas affectée par le traitement. Par
conséquent, les résultats suggerent que le processus de maturation des miR n’est pas
modulé par le VPA, mais que le facteur GATA-1 est fortement impliqué dans
I’inhibition de I’expression du géne de miR-144 et 451. Le fait que le VPA inhibe
I’expression de ces miR dans les cellules K562, nous a permis de conclure que celui-
ci exerce son activité inhibitrice sur I’expression de GATA-1 et des miR-144 et 451,
de facon indépendante a la voie de signalisation Epo/EpoR.

De facon surprenante, bien que I’inhibition de 1’érythropoi¢se dans les CSH
s’accompagne d’une diminution de I’expression des miR-144 et 451, I’expression de
GATA-1 n’est pas inhibée comme dans les lignées cellulaires. Les raisons de cette
différence ne sont pas encore connues, mais des résultats similaires ont été obtenus
lors de I’inhibition de 1’érythropoiése dans les CSH par le TNF-a (Buck et al. 2008;
Buck et al. 2009; Grigorakaki et al. 2011).

Nous avons montré que le VPA est capable d’induire dans les cellules CD34", une
augmentation de 1’expression des facteurs de transcription qui régulent négativement
I’érythropoicse, incluant GATA-2 et PU.1 (Morceau et al. 2004; Lowry et al. 2006).
De plus, augmentation du facteur de transcription PU.1 est en accord avec la
diminution de I’expression du miR-155 dans les cellules CD34" traitées avec de I’Epo

et du VPA (Vigorito et al. 2007; Martinez-Nunez et al. 2009).
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Dans les cellules souches hématopoiétiques précoces, le facteur GATA-2 est connu
pour activer la transcription du géne GATA-1, puis au cours du développement
¢rythroide, GATA-1 va réprimer I’expression de GATA-2 (Ohneda et al. 2002). Ceci
pourrait expliquer la légére augmentation de GATA-1 en corrélation avec la
surexpression de GATA-2, lorsque les cellules sont traitées avec du VPA. Dans les
CSH, T’activit¢ de GATA-1 est dépendante de son interaction avec des cofacteurs
comme FOG, PU.1, Fli-1 et Spl,... (Liew et al. 2005). Il est aussi décrit dans
littérature que le facteur de transcription PU.1 inhibe la différenciation érythroide par
son interaction physique avec GATA-1. L’interaction entre GATA-1 et PU.1 inhibe
’activité transcriptionnelle de GATA-1, en bloquant la liaison de ce dernier au niveau
du promoteur des geénes €rythro-spécifiques (Zhang et al. 2000; Stopka et al. 2005).
Par la technique d’immunoprécipitation, nous avons montré¢ que le VPA augmente
I’interaction entre GATA-1 et PU.1 dans les CSH. Cette interaction pourrait expliquer
la diminution de I’expression des miR et la surexpression de GATA-2, en accord avec
le blocage du développement érythroide. D’autre part, 1’acétylation de GATA-1 par
CBP/P300 est importante pour son activité transcriptionnelle (Boyes et al. 1998;
Hung et al. 1999). Les résultats ont montré que le VPA, par son activité inhibitrice
des HDAC, n’a pas augmenté¢ le statut d’acétylation de GATA-1, ce qui suggere que
Iactivité transcriptionnelle de ce facteur n’est pas augmentée dans les cellules CD34"

stimulées avec de I’Epo.

Puisque les érythrocytes et les mégacaryocytes dérivent de progéniteurs myéloides
communs et qu’ils partagent de nombreux facteurs de régulation, nous avons voulu
analyser I’effet du VPA sur la voie de différenciation mégacaryocytaire.

Précédemment, les travaux de notre laboratoire avaient montré que les marqueurs
mégacaryocytaires n’étaient pas affectés voire plutdt activés, dans les cellules K562 et
Meg-01 traitées avec du VPA. De plus, dans les cellules CD34" stimulées avec de
I’Epo ou de la thrombopoiétine (TPO), le VPA n’affecte pas I’expression des
marqueurs mégacaryocytaires et il induit méme la formation des CFU-Meg apres 7
jours de traitement (Chateauvieux et al. 2011). Comme les lignées
érythroleucémiques TF1 et K562 sont des modeles érythroides avec un faible
potentiel de différenciation mégacaryocytaire, nous avons choisi d'é¢tudier I'effet du

VPA sur la lignée cellulaire mégacaryoblastique, Meg-01.

149



Discussion

Dans notre étude, le VPA induit des caractéristiques mégacaryocytaires comme les
changements morphologiques et l'expression du marqueur spécifique CD61. Le miR-
27a qui est impliqué dans le développement des mégacaryocytes par régulation de
'expression du gene RUNXI, est augmenté de facon transitoire dans les cellules
Meg-01 traitées au VPA (Ben-Ami et al. 2009). Cette augmentation est en lien avec la
diminution de ’ARNm de RUNXI1. D’autre part, le facteur GATA-2 est capable
d’inhiber D’expression du geéne de miR-27a au niveau des stades tardifs de
I’érythropoicse, le tout en accord avec la transition GATA-1/GATA-2 sur les
séquences GATA au niveau du promoteur. Dans les cellules Meg-01 traitées avec du
VPA, nous avons observé une augmentation de I’expression de GATA-2 apres 24h de
traitement, lorsque 1’expression du miR-27a diminue apres 24h et 72h de traitement.
Cependant, en accord avec la différenciation mégacaryocytaire, 1’expression du miR-
27a est plus forte dans les cellules traitées que dans les cellules contrdles.
L’expression du facteur GATA-1 et des miR-144/451 est diminuée par le VPA dans
les cellules Meg-01, comme dans les modéles cellulaires érythroides K562, TF1/Epo
et CD34"/Epo.

Ces données révelent donc que le VPA est capable de moduler la différenciation
érythro-mégacaryocytaire, en modifiant I’expression des facteurs GATA-1 et GATA-
2, qui sont exprimés de facon différentes d’une lignée a I’autre et qui interagissent
avec les miR (Bresnick et al. 2010). D’autres facteurs de transcription sont impliqués
a la fois dans le développement érythroide et mégacaryocytaire alors qu’ils exercent
des effets opposés. Dans les cellules CD34" stimulées avec de I’Epo, nous avons
montré que le VPA active I’expression des facteurs de transcription de la famille ETS,
comme ETS-1, Fli-1, GABP-a ainsi que PU.1. L’augmentation de 1’expression de ces
facteurs est en accord avec I’inhibition de 1’érythropoicse et I’activation potentielle de
la différenciation mégacaryocytaire, qui a été observée précédemment dans ces
cellules (Chateauvieux et al. 2011). Le facteur de transcription Fli-1 est un régulateur
positif de la mégacaryopoicse (Hart et al. 2000), alors qu’il joue un role de régulateur
négatif durant le développement érythroide (Athanasiou et al. 2000). Concernant
GABP-a, ce facteur est capable d’activer la transcription des genes spécifiquement
exprimés pendant les stades précoces de la mégacaryopoiese, comme par exemple les
genes allb et c-mpl (Pang et al. 2006). Le facteur ETS-1 est surexprimé¢ pendant le

développement mégacaryocytaire et dans les cellules CD34". Ce facteur déclenche
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I’engagement des cellules dans la voie de différenciation mégacaryocytaire au
détriment de la voie érythroide (Dore et al. 2012). Dans les CSH, 1’augmentation de
I’expression de ETS-1 est liée a la diminution du miR-155 lorsque les cellules sont
traitées avec du VPA. Le miR-155 est exprimé fortement au niveau des progéniteurs
érythroides CD34", mais son expression diminue durant la mégacaryopoiése. Des
travaux ont montré qu’une surexpression du miR-155 altérait la prolifération et la
différenciation des mégacaryocytes, entrainant ainsi une diminution de 1’expression
de sa cible ETS-1 (Romania et al. 2008). D’autre part, il a été montré que le VPA est
capable de générer des précurseurs mégacaryocytaires en présence d’IL3 et de SCF,
ce qui correspond a nos conditions de cultures.

D’une fagon générale, les résultats montrent que le VPA agit sur la balance érythro-
mégacaryocytaire, a travers la modulation de I’expression des facteurs de

transcription et des miR communs et spécifiques a ces voies de différenciation.

Comme les facteurs de transcription et les miR régulent fortement 1’expression des
genes, nous avons analysé 1’impact de la diminution de 1’expression des miR-144/451
sur la différenciation érythroide. Pour cela, nous avons utilis¢ un inhibiteur du miR
451 (451-Inh) et nous avons analysé son effet sur la différenciation érythroide induite
par 1I’Acla. Les résultats obtenus montrent que I’inhibiteur bloque la production
d’hémoglobine induite par 1’Acla dans les cellules K562. Bien que I’effet de
I’inhibiteur soit plus faible que celui du VPA, ces résultats sont en accord avec une
¢tude qui montre que les souris knockout pour le miR-451 présentent une légere
anémie, suggérant que le miR-451 joue un role dans la régulation de 1’érythropoicse,
mais que la répression de ce miR ne suffit pas a déclencher ’anémie (Rasmussen et
al. 2010). De plus, lorsque les cellules K562 induites avec de I’ Acla sont traitées avec
du VPA, celui-ci inhibe I’expression de GATA-1, ce qui entraine une diminution de
I’expression des genes érythroides spécifiques ainsi que le gene des miR-144/451.
Lorsque les cellules K562 sont transfectées avec I’inhibiteur du miR-451 et traitées
avec de I’Acla, I’effet du miR est partiellement biais€¢ car 1’Acla entraine une
surexpression de GATA-1 et donc une augmentation de 1’expression des miR-144 et
451.

Les résultats montrent donc que I’inhibition de GATA-1 est responsable de

I’inhibition du développement érythroide, alors que la diminution de 1’expression des

151



Discussion

miR-144/451 qui en résulte est partiellement impliquée dans 1’effet inhibiteur du
VPA.

De fagon intéressante, 1’inhibition du miR-451 dans les cellules K562 aboutit a une
surexpression des protéines dont il cible les ARNm comme Bcl-2, AKT et c-myc
(Nan et al. 2010; Li et al. 2013; Li et al. 2013). Par conséquent, la diminution par le
VPA de la voie GATA-1/miR-144/451, a un impact au niveau des processus
cellulaires dans les cellules érythroides. Cependant, il semble que le VPA module
I’expression de c-myc de fagon indépendante de la diminution du miR-451, suggérant
un mécanisme alternatif passant certainement par la diminution de la transcription de
c-myc déja décrite (Cheng et al. 2007). D’autre part, ’augmentation de Bcl-2 et la
diminution de c-myc sont en accord avec I’effet cytostatique observé dans les cellules
K562. L’induction de la protéine anti-apoptotique Bcl-2 pourrait donc contribuer a la
survie des cellules, alors que la diminution de c-myc pourrait bloquer la division
cellulaire. Il est établi que la différenciation est étroitement liée a la prolifération et la
mort cellulaire. Nous pouvons donc penser qu’en plus de D’inhibition de la
différenciation érythroide, 1’effet du VPA sur la prolifération, pourrait étre en accord
avec I’induction d’autres voies de différenciation comme les voies mégacaryocytaires

et my¢loides (Gurvich et al. 2004; Vulcano et al. 2006; Chateauvieux et al. 2011).

5.3 L’acide valproique et son activité inhibitrice d’histone

désacétylase

Alors que le VPA présente plusieurs mécanismes d'action et différentes propriétés, cet
acide gras a courte chaine est considéré comme un inhibiteur d’HDAC principalement
de classe I, ainsi qu’un faible inhibiteur de classe II (Gottlicher 2004; Gurvich et al.
2004). Lors de notre ¢tude, nous avons voulu savoir si I’activité inhibitrice des HDAC
du VPA ¢était impliquée dans I’inhibition de 1’érythropoicse.

Nous avons observé que le VPA utilisé aux concentrations de 0,5 et 1 mM, possede
une activité HDAC inhibitrice, alors que seule la concentration de 1 mM inhibe les
caractéristiques érythroides. Ce résultat suggere fortement que 1’activité inhibitrice
des HDAC du VPA, de classe I et Ila, n’est pas responsable de cet effet spécifique.

De plus, I’utilisation du valpromide (VPM), un analogue du VPA, dépourvu d’activité

inhibitrice des HDAC et le MS-275, un inhibiteur d’HDAC spécifique de classe I,
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nous ont permis de vérifier que 1’activité épigénétique du VPA n’est pas requise pour
bloquer la différenciation érythroide. L’ inhibition du facteur de transcription GATA-1
et des miR-144/451 n’est donc pas due a I’activitét HDAC inhibitrice du VPA. Le
VPM est classiquement utilisé comme un controle négatif, homologue du VPA (Shah
et al. 2013). De facon similaire au VPA, le VPM est capable de bloquer la
différenciation érythroide comme nous 1’avons montré par la diminution de la
glycophorine A (GPA), un marqueur érythroide spécifique mais aussi par la
diminution de I’expression de la y-globine, de GATA-1 et des miR-144 et 451.
Inversement, 1'inhibition de la classe I des HDAC par le MS-275 n'a pas entrainé de
régulation des marqueurs érythroides et a méme conduit a une induction de
I’expression de la GPA, de GATA-1 et des miR-144/451.

Il est connu que la fonction biologique essentielle des HDAC de classe I est impliquée
dans la régulation de la prolifération cellulaire par des inhibiteurs p21 et p27 (Lagger
et al. 2002). En accord avec les résultats obtenus, le MS-275 ainsi que d’autres
inhibiteurs d’HDAC ont été décrits comme des inducteurs de 1’expression de la y-
globine (Cao et al. 2006).

La capacité des autres inhibiteurs ’HDAC a moduler la différenciation des cellules
hématopoiétiques a €été décrite a travers des résultats assez divergents. Ainsi, les
dérivés d’acide hydroxamique a courte chaine d’acide gras, le butyryl-hydroxamate et
propionyl-hydroxamate, le subérique bis-hydroxamique acide (SBHA) et le SAHA
induisent I’expression du gene de la y-globine in vivo (Cao et al. 2005). D’autres
¢tudes ont montré que la TSA, un pan-HDAC inhibiteur, est capable d’inhiber la
condensation et 1’exclusion nucléaire au niveau des érythroblastes (Popova et al.
2009). Le Panobinostat (LBH589), un inhibiteur d’HDAC présentant des propriétés
anticancéreuses, altére la maturation des mégacaryocytes et la formation des
plaquettes (Iancu-Rubin et al. 2012).

Le traitement des cellules progénitrices hématopoiétiques normales, par le composé
inhibiteur d’HDAC, LAQ824, montre une inhibition de la différenciation et un arrét
du cycle en phase G2/M au niveau des cellules multipotentes CD34 " (Schwarz et al.
2011).

En accord avec nos résultats, des travaux ont montrés que le traitement au VPA
pendant la gastrulation de la larve de Xenopus entraine une absence complete des

cellules rouges du sang (Shah et al. 2013). En revanche, cette étude montre que 1’effet
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du VPA est dii a son activitt HDAC inhibitrice, qui est donc requise pour
I’hématopoiese primitive.

Un autre inhibiteur d’HDAC, le Givinostat, inhibe 1’expression du facteur de
transcription NF-E2 et du facteur c-myb dans les cellules exprimant la mutation
JAK2(V617F). Ce composé va agir directement au niveau du promoteur de NF-E2.
La modulation de ce facteur dans les cellules CD34", provenant de patients atteints de
néoplasie myéloproliférative, entraine une inhibition de la prolifération et de la
différenciation de ces cellules vers la voie érythroide (Amaru Calzada et al. 2012).
D’autres travaux ont montré que le VPA pouvait induire la différenciation
mégacaryocytaire des cellules UT-7 (Vulcano et al. 2006). Dans ces travaux, 1’activité
HDAC inhibitrice du VPA est également impliquée dans I’induction de la voie
mégacaryocytaire.

Ces résultats soulignent une activité complexe des molécules comme le VPA, qui
présentent de multiples mécanismes d'action en dehors des activités inhibitrices d’

HDAC (Mesdjian et al. 1982; VanDongen et al. 1986).
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6 Conclusion et perspectives

L’ensemble des résultats nous a permis de mettre en évidence ’effet inhibiteur du
VPA sur le développement érythroide et son effet activateur sur la différenciation
mégacaryocytaire. Ces effets passent par la modulation de micro-réseaux de
régulation impliquant les facteurs de transcription et les miR, essentiels a la
différenciation érythro-mégacaryocytaire (Figure 55).

Nos résultats ont indiqué que 1’activité inhibitrice des HDAC du VPA, qui entraine
principalement 1’inhibition des HDAC de classe I, n’est pas requise pour 1’inhibition
de la différenciation érythroide des cellules humaines.

En effet le VPA et le VPM (qui ne posséde pas d’activité inhibitrice des HDAC),
inhibent tous les deux la différenciation érythroide entrainant ainsi une diminution de
I’expression de la GPA, de la y-globine et des miR-144/451, le tout en corrélation
avec ’inhibition du facteur de transcription GATA-1.

De plus, I’effet du VPA sur I’expression des facteurs de transcription de la famille
ETS a confirmé D’inhibition de 1’érythropoi¢se, au profit de I’induction de la
mégacaryopoicse. Cette transition possible entre les deux voies de différenciation, se
traduit par une augmentation de I’expression des facteurs PU.1 et ETS-1 dans les
cellules CD34", qui est corrélée a la diminution du miR-155.

L’utilisation de la lignée Meg-01 nous a permis de montrer 1’augmentation du
marqueur de différenciation CD61, du facteur de transcription GATA-2, du miR-27a
et la diminution du facteur RUNXI1, confirmant ainsi 1’induction de Ia
mégacaryopoicse par le VPA.

En conclusion, les effets du VPA sur I’hématopoiese et plus précisément sur
I’érythropoic¢se, sont a prendre en considération lors de son utilisation chez les
patients atteints d’un cancer et qui pourraient étre susceptibles de développer une

anémie.
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développement érythro-mégacaryocytaire

Le VPA et son homologue, le VPM sans activité inhibitrice des HDAC, inhibent la
différenciation érythroide entrainant une diminution de la y-globine, de la GPA et des
miR-144/451, en corrélation avec la diminution de GATA-1 (fleches en gras). De
facon opposée, I’inhibiteur d’HDAC spécifique de classe I, le MS-275, ne possede
pas d’effet inhibiteur sur la différenciation, entrainant une augmentation de la y-
globine, de la GPA, des miR-144/451 et de GATA-1. Dans les cellules CD34", le
VPA induit I’expression des facteurs de transcription de la famille ETS (PU.1, ETS-1,
GABP-a, Fli-1) et de GATA-2, décrits comme des régulateurs négatifs de
I’érythropoicse, alors qu’ils activent la voie mégacaryocytaire. L’expression de PU.1

et ETS-1 est induite en corrélation avec la diminution du miR-155 et I’interaction
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entre PU.1 et GATA-1 est stimulée par le VPA. La surexpression de GATA-2 est
observée dans les cellules Meg-0l. Le VPA induit des caractéristiques
mégacaryocytaires comme 1’augmentation du marqueur CD61 et du miR-27a, en
corrélation avec la diminution de I’ARNm de RUNX1. Le VPA est donc capable de
moduler les facteurs de régulation jouant un role majeur au niveau de la voie de
différenciation érythro-mégacaryocytaire, comme les facteurs de transcription et les

miR formant un micro-réseau de régulation.
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Perspectives

L’effet inhibiteur du VPA sur la différenciation érythroide passe par la diminution de
I’expression du facteur de transcription GATA-1. Il serait intéressant d’approfondir le
mode d’action du VPA sur I’expression de ce facteur, en étudiant la stabilité¢ de
I’ARNm et de la protéine de GATA-1, les modifications post-traductionnelles qui
régulent son activité¢ (acétylation, phosphorylation, ubiquitination), ainsi que les

interactions avec ses cofacteurs (FOG-1, Lmo2, Tal-1, EKLF).

Le VPA inhibe la différenciation érythroide des cellules CD34". Nous pourrions
analyser I’effet du VPA sur des progéniteurs érythroides déja engagés, sélectionnés

positivement pour le marqueur érythro-spécifique CD36.

L’activité inhibitrice des HDAC du VPA n’est pas impliquée dans 1’inhibition de
I’érythropoic¢se. Nous pourrions analyser si I’activit¢ HDACi du VPA est impliquée
dans I’induction de la mégacaryopoicse, en utilisant le Valpromide qui ne possede pas
d’activité inhibitrice des HDAC et le MS-275, qui est un inhibiteur des HDAC de

classe I.
Le VPA module les réseaux miR/FT impliqués dans la régulation de la voie érythro-

mégacaryocytaire. Nous pourrions analyser 1’effet du VPA sur d’autres réseaux

miR/FT impliqués dans la régulation de la différenciation my¢loide (granulocytes).
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Valproic acid (VPA) exhibits important pharmacological properties but has been reported to trigger side
effects, notably on the hematological system. We previously reported that VPA affects hematopoietic
homeostasis by inhibiting erythroid differentiation and promoting myeloid and megakaryocyte
differentiation. Here, we analyzed the effect of VPA on regulatory factors involved in erythro-
megakaryocytic differentiation pathways, including transcription factors and microRNAs (miRs). We

Keywords: - o demonstrate that VPA inhibited erythroid differentiation in erythropoietin (Epo)-stimulated TF1
Elle\rTn:_t?pO'e“C differentiation leukemia cells and CD34"/hematopoietic stem cells (HSCs) and in aclacinomycin-(Acla)-treated K562

cells. Mir-144/451 gene expression was decreased in all erythroid and megakaryocyte models in
correlation with GATA-1 inhibition. In Epo-stimulated CD34*/HSCs, VPA induced the expression of the
ETS family transcription factors PU.1, ETS-1, GABP-«, Fli-1 and GATA-2, which are all known to be
negative regulators of erythropoiesis, while it promoted the megakaryocytic pathway. PU.1 and ETS-1
expression were induced in correlation with miR-155 inhibition; however, the GATA-1/PU.1 interaction
was promoted. Using megakaryoblastic Meg-01 cells, we demonstrated that VPA induced megakaryo-
cyte morphological features and CD61 expression. GATA-2 and miR-27a expression were increased in
correlation with a decrease in RUNX1 mRNA expression, suggesting megakaryocyte differentiation.
Finally, by using valpromide and the Class  HDACi MS-275, we validated that the well-described HDACi
activity of VPA is not required in the inhibitory effect on erythropoiesis. Overall, this report shows that
VPA modulates the erythro-megakaryocytic differentiation program through regulatory micro-
networks involving GATA and ETS transcription factors and miRNAs, notably the GATA-1/miR-144/
451 axis.

miR-144/451
Valproic acid

© 2014 Elsevier Inc. All rights reserved.

1. Introduction

Valproic acid (2-propylvaleric acid, 2-propylpentanoic acid or
n-dipropylacetic acid; VPA) is a short-chain fatty acid that has been
used as an antiepileptic and a mood-stabilizing drug for many

Abbreviations: Acla, aclacinomycin; Epo, erythropoietin; GPA, glycophorin-A; HSC,
hematopoietic stem cell; miR, microRNA; VPA, valproic acid.
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(M. Diederich).
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years due toits ability to modulate y-aminobutyric acid (GABA)-
dependent neurotransmission and to modify voltage-gated ion
channels [1,2]. More recently, VPA has been reported to
preferentially inhibit Class I histone deacetylases [3]. Published
results have demonstrated the capacity of VPA to modulate the
regulation of apoptosis, inflammation, proliferation and differ-
entiation by affecting signaling pathways and regulatory
factors in various cancer models [4]. Extended use of VPA in
neuropsychiatry has allowed for the collection of clinical
data related to hematological disorders in correlation with
direct toxicity and decreased production of neutrophilic and
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erythrocytic marrow [4,5].In epileptic patients treated with VPA
over several years, aplastic anemia, pure red cell aplasia,
coagulopathies and increased fetal hemoglobin synthesis have
been described [6-10]. By studying the effect of VPA on
hematopoietic differentiation pathways in leukemia, we
showed that VPA modifies hematopoietic homeostasis by
inducing myelo-monocytic features while preventing erythroid
differentiation [11].

Erythropoiesis requires the interaction of erythropoietin (Epo)
with its membrane receptor (EpoR), which triggers signaling
cascades that lead to the regulation of hematopoietic transcription
factor activation and gene expression [12]. Activity of the major
erythroid transcription factor GATA-1 is regulated through post-
translational modifications and interactions with co-factors
[13,14]. Importantly, the GATA-1/PU.1 complex prevents GATA-
1 binding to its consensus sequence (A/T)GATA(A/G) in target
genes [15]. During erythropoiesis, GATA-1 and GATA-2 expression
levels balance each other [16], which is required for the
development of pluripotent hematopoietic progenitors. GATA-2
prevents the terminal differentiation of erythroid cells [17] and has
been shown to increase megakaryopoiesis in the absence of GATA-
1[18].

In addition to transcription factors, microRNAs (miRs) also
regulate erythroid gene expression. Mirs are regulatory non-
coding RNAs that block translation or destabilize mRNAs by pairing
with 3’-untranslated regions. As transcription factors regulate miR
gene transcription, and miRs regulate transcription factor expres-
sion, this crosstalk results in a complex regulatory network
[19]. Mirs are known to be involved in hematopoiesis [20,21], and
the following miRs regulate erythropoiesis: miR-221/222, miR-
144/451, miR-15a, miR-16-1, miR-126 and miR-210[22]. The gene
cluster encoding miR-144/451 is regulated by GATA-1, as reported
in zebrafish and murine G1E cells. Mature miR-144 and miR-451
are specifically expressed in erythroid cells [21,23], and
increased miR-451 expression is associated with a significant
decrease in AKT and Bcl-2 expression [24,25]. Moreover, c-myc
expressionisrepressed by miR-451 in correlation with predicted
targeting of c-myc mRNA by miR-451 [26,27]. Moreover, PU.1
and ETS-1 have been described as targets of miR-155 [28,29],
while RUNX1 regulates transcription of the miR-221/222 and
miR-27a genes [30,31]. As a negative regulatory loop, miR-27a
targets RUNX1 mRNA during megakaryocytic differentiation
[30], and the miR-27a gene is regulated by a GATA-1/GATA-2
switch in erythropoiesis [32]. Interestingly, the GATA and ETS
family of transcription factors (e.g., GATA-1, GATA-2, ETS-1,
PU.1, Fli-1 and GABP«) are involved in an erythro-megakaryo-
cytic differentiation program by activating one pathway and
repressing the other [18,29,33-36].

The involvement of specific miRs and transcription factors in
VPA-mediated perturbation of hematopoiesis was investigated
in this study. The requirement of HDAC inhibitory (HDACi)
activity of VPA was evaluated by using valpromide (VPM), a VPA
analog lacking HDACi activity, and the specific Class 1 HDAC
inhibitor MS-275. The results showed that VPA down-regulated
GATA-1/miR-144/451 in correlation with inhibition of erythro-
poiesis in Epo-stimulated TF1 and hematopoietic stem cells
(HSCs). In HSCs, VPA stabilized the GATA-1/PU.1 complex and
induced overexpression of transcription factors that negatively
regulate erythropoiesis, while promoting megakaryopoiesis via
GATA-2 and ETS transcription factors. Modulation of transcrip-
tion factors correlated with changes in related miRs including
miR-144/451, miR-27a, and miR-155, leading to the conclusion
that VPA modulates an erythro-megakaryocytic transcription
factor/miR regulatory micro-network. Moreover, our results
reveal that HDACi activity of VPA is not required for its inhibitory
activity on erythropoiesis.

2. Materials and methods
2.1. Cell culture and treatments

The human leukemia cell lines TF1, K562, and MEG-01 (DSMZ,
Braunschweig, Germany) were cultured in RPMI 1640 (BioWhit-
taker™, Lonza, Verviers, Belgium) supplemented with 10% heat-
inactivated fetal calf serum (BioWhittaker™) and 1% antibiotic-
antimycotic (BioWhittaker™). TF1 cells were grown in the presence
of 5ng/mL human recombinant GM-CSF (Tebu-Bio, PeproTech,
Boechout, Belgium) or 10 U/mL human recombinant erythropoie-
tin (Epo; Epoetin Beta, NeoRecormon, Roche Pharma AG, Gren-
zach-Whylen, Germany) in the culture medium to induce
erythroid differentiation. All cells were cultured in an incubator
at 37 °C, 95% humidity, and 5% CO,. Medium was renewed every
3 days, and the cells were resuspended at a concentration of 2 x 10°
cells/mL. K562 cells were induced to differentiate with 10 nM
aclacinomycin A (Acla; Sigma-Aldrich Bornem, Belgium). Meg-01
cells were induced toward the megakaryocytic pathway with
100 nM of phorbol ester 12-O-tetradecanoylphorbol-13-acetate
(TPA; Sigma-Aldrich).

Human umbilical cord blood was obtained from the Clinique
Bohler, Luxembourg, with a written informed consent for use of
hematopoietic stem cells (HSCs) in research, in agreement with the
National Committee of Research Ethics in Luxembourg. CD34"/
HSCs were selected using magnetic cell sorting (MACS Miltenyi,
Utrecht, The Netherlands) and cultured as previously described
[37]. After 3 days of culture, the medium was renewed, and
erythroid differentiation was induced by adding 2 U/mL human
recombinant Epo to the medium for 4 days. All cells were treated
with 1 mM VPA, 1 mM VPM (Sigma), 0.1 wM MS-275 (Enzo Life
Sciences BVBA, Antwerpen, Belgium) or suberoylanilide hydro-
xamic acid SAHA (Cayman Chemical Company, Bio-connect,
Huissen, The Netherlands). VPM is a VPA-related compound
devoid of HDACi activity and MS-275 (MS) is a Class I HDAC-
specific inhibitor of erythroid differentiation. VPA was used at
1 mM, in accordance with previous investigations [11] and other
references related to VPA studies on hematopoietic cells differen-
tiation [3,38,39]. VPM was used at the same concentration as VPA.
MS-275 was used at 0.1 wM, which allows for HDACi activity
without cytotoxic effects in our cell models. SAHA was used at
1 M, in accordance with the literature [40] for TF1 cells.

2.2. Cell proliferation, viability, morphology, and erythroid
differentiation

Cell viability was estimated by performing Trypan blue
exclusion tests. Cells were processed through a semi-automated
image-based cell analyzer to quantify living cells among the total
population (Cedex XS Innovatis, Roche, Luxembourg). The per-
centage of cell viability was calculated by comparing the number of
total cells with the number of dead cells. The fold increase in cell
proliferation was determined in control cultures and treated
cultures by calculating the ratios Nc/NO = Rc and Nt/NO = Rt, where
Nc and Nt are the number of viable cells at the different time points
in control cultures and in treated cultures, respectively. NO is the
number of viable cells in initial cultures at O h, and the fold change
in cell proliferation at 0 h (NO/NO) is RO=1. When Rt <RO,
treatment was considered cytotoxic; RO < Rt < Rc treatment was
considered cytostatic, and Rt = Rc indicates that the treatment had
no effect on cell proliferation.

For morphological observations, cytospin preparations of cells
were stained with May-Griinwald/Giemsa (MGG) solution (Merck,
Leuven, Belgium). Determination of erythroid differentiation was
scored by the benzidine staining method. Images were captured
using a Leica DM 2000 microscope.
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2.3. Cell-cycle analysis

Cell-cycle distribution was analyzed according to standard
procedures based on DNA staining with propidium iodide (1 g/
mL, Sigma-Aldrich) and RNase A (100 g/mL; Roche) in PBS before
analysis by FACS (FACSCalibur flow cytometer (BD Biosciences)).
Events were recorded statistically (10,000 events/sample) using
the CellQuest software (BD Biosciences). Then, the data were
analyzed by using Flow]Jo™ software (version 8.8.7, Tree Star,
Ashland Oregon, USA).

2.4. Flow cytometry

A total of 300,000 TF1, Meg-01, and CD34" cells were washed
twice in 1x PBS. Cell pellets were then re-suspended in 100 L
of 1x PBS and 5 p.L of antibody for 30 min at 4 °C. FITC-labeled
CD61 (clone Y2/51) or PE-Cy™ 5-labeled GPA (235a; clone
HIR2) antibodies were used (BD Biosciences, Erembodegem,
Belgium). The corresponding isotype control antibodies (BD
Biosciences) were used to set the gating levels. After 30 min, the
analysis was performed on a FACSCalibur flow cytometer. The
statistical analysis was based on 10,000 events per sample using
Flow]Jo® software (version 8.8.7, Tree Star, Ashland Oregon,
USA).

2.5. Western blot

Nuclear and cytoplasmic proteins were extracted from
5,000,000 cells, as previously described [41]. Histones were
enriched as previously described [42].

Protein concentrations were determined by the Bradford
method using BioRad reagent (BioRad Laboratories). Twenty
micrograms of denatured protein extracts were resolved on a
10% SDS-polyacrylamide gel. The separated proteins were then
transferred to a PVDF membrane (GE Healthcare, Roosendaal, The
Netherlands). The membranes were blocked in phosphate-
buffered alkaline/0.1% Tween 20 (PBS-T) 1X, supplemented with
5% milk or 5% BSA according to the antibody manufacturer
recommendation, then probed with the following primary
antibodies: GATA-1 (C20X), GATA-1 (N1X), GATA-2 (H-116),
PU.1 (T-21), NF-E2 (C-19), y-globin (hemoglobin-y, 51-7), Fli-1
(C-19), ETS-1 (C-20), and GABP-« (H-180) (Santa Cruz Biotechnol-
ogy, Tebu-Bio, Boechout, Belgium); Bcl-2 (Calbiochem, Leuven,
Belgium); AKT; c-myc (Cell Signaling, Leiden, The Netherlands);
acetylated lysine (AB3879), acetylated histone H4 (06-866), and
histone H4 (clone 62-141-13, 05-858) (Millipore, Brussels,
Belgium); and B-actin (Sigma) and probed again with horseradish
peroxidase-conjugated secondary antibodies (Amersham Bios-
ciences). Coomassie blue (LKB, Villeneuve-la-Garenne, France) was
used as a loading control for histone proteins. Every step
(membrane saturation and probing) was followed by three washes
in PBS-T. The immunoreactive proteins were visualized using an
enhanced chemiluminescence system kit (ECL PlusWestern
Blotting Detection System, GE Healthcare, Roosendaal, The
Netherlands) and the ImageQuant LAS 4000 mini system (GE
Healthcare). Quantification of western blots was performed using
Image-Quant TL (GE Healthcare) and the Rolling Ball method for
background subtraction.

2.6. Immunoprecipitation assays

Immunoprecipitation assays were performed using MACS
protein G microbeads (MACS Miltenyi). Nuclear and cytoplasmic
proteins from HSCs (200 wg) were incubated with 2 g of anti-
human GATA-1 (goat-C20X) antibody (Santa Cruz Biotechnology)
and 100 L of protein G beads in 100 L of water. The mixture was

gently stirred overnight at 4 °C. According to the manufacturer’s
instructions, the immune complex was immobilized in a micro-
MACS separation column and then isolated. Immunoprecipitated
proteins were loaded on an SDS-PAGE electrophoresis gel followed
by western blotting. PU.1 was detected using an anti-human PU.1
antibody (T-21). GATA-1 was detected using an anti-human GATA-
1 (rat-N1) antibody and an anti-rat horseradish peroxidase-
conjugated IgG as a secondary antibody to avoid crosslink with
the GATA-1 C20X antibody (all from Santa Cruz Biotechnology).
Acetyl-GATA-1 was detected using an anti-human acetyl-lysine
antibody (Millipore, Brussels, Belgium).

2.7. Total RNA extraction, reverse transcription, and real-time PCR

All reagents used were treated with anti-RNase. The total RNA
extraction and the quantification of RNA were performed as
previously described [43].

Reverse transcription was performed on 1 g of total RNA using
the miScript II RT Kit (Qiagen, Venlo, Netherlands) according to the
manufacturer’s protocol. The samples were then incubated for
60 min at 37 °C and 5 min at 95 °C to inactivate the enzymes.

Real-time PCR analyses were performed using the miScript
SYBR® Green PCR Kit (Qiagen) according to the manufacturer’s
protocol with the following specific miR primers: miR-221,
AGCUACAUUGUCUGCUGGGUUUC; miR-222, AGCUACAUCUGG-
CUACUGGGU; miR-15a, AGCUACAUCUGGCUACUGGGU; miR-16,
UAGCAGCACGUAAAUAUUGGCG; miR-451, AAACCGUUACCAUUA-
CUGAGUU; miR-144, UACAGUAUAGAUGAUGUACU; miR-27a,
UUCACAGUGGCUAAGUUCCGC; miR-155, UUAAUGCUAAUCGU-
GAUAGGGGU. A pre-miR-144-specific primer-targeting loop was
used to analyze pre-miR-144/451 expression. With regard to
RUNX1, real-time PCR analysis was performed using the Mesa
Green qPCR MasterMix Plus for SYBR1 Assay (Eurogentec, Seraing,
Belgium) according to the manufacturer’s protocol with the
following specific primers: RUNX1 forward, 5'-CCTCAGGTTT-
GTCGGTCGAA-3' and [3-actin forward, 5-CTCTTCCAGCCTTCCT-
TCCT-3'. Real-time PCR was performed using a 7300 Real-Time PCR
System (Applied Biosystems, Lennik, Belgium). Experiments were
performed in triplicate, and expression levels were normalized
using the internal standard gene RNU1A for miRNA and 3-actin for
RUNX1. Relative gene expression levels correspond to fold
induction compared with untreated cells.

2.8. Cell transfection

K562 cells were transfected with the anti-hsa-mir-451-inhibi-
tor (Qiagen) using the JetPRIME reagent (Polyplus transfection,
Westburg, Leusden, Pays-Bas). The transfection mix (200 L of 10,
50, and 100 nM of oligonucleotide in jetPRIME buffer and 4 L of
JetPRIME reagent) was incubated for 15 min at room temperature.
Following incubation, the transfection mix was added to the cells
in serum containing medium and incubated for 18 h. The medium
was then renewed, and the cells were treated or not with 1 mM
VPA. Mock transfections were performed using anti-hsa-mir-451-
inhibitor-free transfection mix.

2.9. Statistics

The data were analyzed using GraphPad Prism 6 software. The
groups were compared using Student’s t-test (two conditions) or
ANOVA (several conditions). In the case of ANOVA, group means
were compared using Holm-Sidak test. The difference between the
series “control” and the series “treated” was considered significant
for values of p <0.0001 represented by **** p < 0.001 by ***,
p<0.01 by **, and p<0.05 by *. The results represent the
mean + standard deviation.
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3. Results

3.1. VPA impairs Epo-mediated erythroid differentiation without
cytotoxic effects

The effects of VPA were assessed on Epo-mediated erythroid
differentiation of the erythroleukemia TF1 cell line and CD34"
hematopoietic stem cells (HSCs). TF1 cells were induced to
differentiate with Epo and were co-treated with 0.5 and 1 mM
VPA for 0, 6, 24, and 48 h. Flow cytometry analysis showed that
1 mM VPA induced a progressive decrease in the expression of the
erythroid marker glycophorin-A (GPA), while 0.5 mM had no
effect. The results were confirmed by the analysis of the rate of
hemoglobinization by the benzidine staining method at 72 h, when
hemoglobin production was clearly detectable (Fig. 1A). The
results showed that Epo induced 36.2% of cells to be benzidine
positive (B+), while GM-CSF did not induce hemoglobinization.
VPA at 0.5 mM did not prevent this induction; the rate of B+ cells
remained at 34.8%. However, the results of benzidine staining
assays for 1 mM VPA were not obtained due to the low cell viability
and cell proliferation at 72 h as shown in Fig. 1B. Cell viability
significantly decreased from 95.7% at 0 h to 54.6% at 72 h for the
1 mM treatment, while viability remained at 82.8% after 0.5 mM
VPA treatment at 72 h. In Epo-treated cell cultures, cell prolifera-
tion increased by 2.6-fold at 48 h compared with cultures at 0 h. At
24 h, cell-cycle analysis revealed an accumulation of cells in sub-
GO corresponding to an apoptotic effect (Fig. 1B). However, Trypan
blue assays showed that viability remained at 81% after 24 h
and decreased to 61% after 48 h (Fig. 1B). Moreover, in 1 mM
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VPA-treated cell cultures, cell growth increased by 1.2-fold only at
24 h, corresponding to a cytostatic effect.

VPA-mediated inhibition of erythroid differentiation was then
confirmed using Epo-stimulated CD34" HSCs. After 4 days of VPA
treatment, the rate of B* cells decreased by 69%, and the MFI value
of GPA expression was reduced by 33%, as assessed by flow
cytometry (Fig. 1C). In HSCs, VPA had no cytotoxic effect after
4 days of treatment; cell viability remained at the level of Epo-
stimulated control cells (93.6%), showing that VPA inhibits
erythroid differentiation independent of a cytotoxic effect.
Interestingly, VPA has no effect on HSC cell cycle and proliferation
showing that VPA has no cytostatic effect here (Fig. 1D).
Nevertheless, cell viability decreased by 55% after 7 days (Fig. 1D).

3.2. VPA modulates erythropoiesis-related miRNAs

We previously showed that VPA prevented chemically induced
hemoglobinization of K562 cells [11]. To determine whether the
effect of VPA on differentiation correlated with a modulation of
erythropoiesis-related miR expression, we measured mature miR-
221, miR-222, miR-15a, miR-451, miR-144, and miR-16 expression
in Epo-stimulated TF1 (Epo/TF1) cells treated with 1 mM VPA.
Real-time PCR analysis showed that VPA modified miR expression
in these cells compared with Epo treatment. All studied miRs were
down-regulated, except for miR-221, showing that the decrease in
miR expression was not a general effect of VPA in these cells (Fig.
2A). The effect of VPA was then analyzed on the basal expression of
the same panel of miRs in the K562 cell line after 6, 24, and 72 h of
treatment.
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Fig. 1. VPA affects Epo-mediated erythroid differentiation. (A) Mean florescence intensities (MFI) of glycophorin-A (GPA) were analyzed by flow cytometry in Epo-stimulated
TF-1 (Epo/TF1) cells treated by VPA according to the indicated concentrations and times (left panel). Hemoglobin-producing cells were scored by benzidine staining assays in
GM-CSF-stimulated cells as well as in untreated or 0.5 mM VPA-treated Epo/TF1 cells for 72 h (right panel). (B) Effect of VPA on cell viability at the indicated concentrations
and times was evaluated in Epo/TF1 cells by Trypan blue staining. Epo/TF1 cell proliferation was evaluated during a culture time course with or without 1 mM VPA treatments
at the indicated times. Cell proliferation was expressed as the fold change of the cell number at each time point relative to the point 0 h. Cell-cycle analysis was performed by
propidium iodide staining and flow cytometry after 24 h in Epo/TF1 cells treated by 1 mM VPA. (C) MFlIs of glycophorin-A (GPA) were determined by flow cytometry in Epo-
stimulated CD34"/HSC (Epo/CD34") treated by 1 mM VPA for 0 and 4 days (left panel). Hemoglobin-producing cells were scored by benzidine staining assays in Epo/CD34"*
treated by 1 mM VPA for 0 and 4 days (right panel). (D) Effect of VPA 1 mM on Epo/CD34" cell viability was evaluated at the indicated times by Trypan blue staining. Cell
proliferation was evaluated in Epo-stimulated CD34" cells treated with 1 mM VPA for 0 and 4 days. Cell proliferation was expressed as the fold change of the cell number at
each time point relative to the point day 0 (DO). Cell-cycle analysis was performed by propidium iodide staining and flow cytometry after 4 days in Epo/CD34" cells treated by
1 mM VPA. The results are representative of at least three independent experiments and represent the mean + standard deviation. ****p < 0.0001, ***p < 0.001, **p < 0.01, and
*p < 0.05. The asterisks (*) are positioned beside or above graphs to indicate the significance of the global effect of treatment or specific effect by pairwise comparisons, respectively.
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Fig. 2. VPA affects miR expression related to erythropoiesis. (A) Epo-stimulated TF1 cells (Epo/TF1) and K562 cells were treated with VPA 1 mM for 6, 24, and 72 h or left
untreated (control cells). Total RNA was extracted, and miR expression was measured by real-time PCR analysis. The results were evaluated using the up Al method, by
normalizing to the small nuclear RNA RNU1A expression at each time point and to the control cells (untreated) at each time point, as the average + standard deviation of at
least three independent experiments. (B) Effect of 1 mM VPA vs. control cells “C” on cell viability and cell proliferation was evaluated at the indicated times in K562 cells. The
percentage of cell viability was evaluated by Trypan blue staining. Cell proliferation was expressed as the fold change of the cell number at each time point relative to the point O h.
Cell-cycle analysis was performed by propidium iodide staining and flow cytometry after 48 h of VPA treatment. The results are representative of at least three independent
experiments and represent the mean =+ standard deviation. ****p < 0.0001, ***p < 0.001, **p < 0.01, and *p < 0.05. The asterisks (*) are positioned beside or above graphs to indicate
the significance of the global effect of treatment or specific effect by pairwise comparisons, respectively.

Even though the expression of most of miRs was modulated by
VPA in K562 cells, only miR-144 and miR-451 were down-
regulated as early as 6 h after treatment (Fig. 2A). VPA had no effect
on cell viability of K562 cells and displayed a cytostatic effect at
48 h (Fig. 2B), which was confirmed by cell-cycle analysis with an
accumulation of cells in GO/G1 phase (Fig. 2B).

3.3. VPA down-regulates miR-144/451 gene transcription along with
the inhibition of erythroid differentiation and GATA-1 expression

Interestingly, miR-144 and miR-451 were down-regulated in
both Epo/TF1 and K562 cells. The miR-144/451 gene was positively
regulated by GATA-1 transcription factor. The ability of Epo to
induce miR-144 and miR-451 expression in correlation with
GATA-1 was assessed in TF1 cells. Real-time PCR analysis showed a
35- and 50-fold increase in miR-144 and miR-451 expression,
respectively, in Epo-treated cells at 72 h, with the 0 h control point
normalized to 1. GM-CSF had a substantially lower effect, inducing

a 10- and 13-fold increase, respectively. Accordingly, GATA-1
expression levels in GM-CSF- and Epo-treated cells correlated with
miR-144/451 relative expression (Fig. 3A). GATA-1 expression
levels were higher in Epo-treated TF1 cells compared with
GM-CSF-treated cells. GM-CSF/Epo co-treatments confirmed the
effect of Epo as a GATA-1 inducer in TF1 cells. Analysis of GATA-1
protein expression in VPA-treated Epo/TF1 and K562 cells at 6, 24,
and 48 h showed that GATA-1 expression decreased as soon as 6 h
in both cell lines in correlation with miR-144/451 down-regulation
(Fig. 3B).

The expression levels of mature miRs (144 and 451) as well as
pre-miR (144/451) were analyzed by real-time PCR after aclaci-
nomycin (Acla)-induced differentiation of K562 cells. Acla is an
inducer of hemoglobin (Hb) production and GATA-1 expression in
K562 cells [44,45]. Real-time PCR analysis showed increased
expression levels of the mature miR-144 and miR-451 in Acla-
treated cells, which were prevented by VPA (Fig. 4A). This result
indicated that VPA-mediated inhibition of miR expression was not
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Fig. 3. miR-144/451 and GATA-1 expression levels correlate with each other. (A) Total RNA was extracted from GM-CSF- or Epo-stimulated TF1 cells after 72 h of culture and
miR-144 and miR-451 expressions were analyzed by real-time PCR. The results are expressed according to the wp~AAct» method by normalizing to the small nuclear RNA
RNU1A expression at each time point and to the control cells (untreated) at each time point, as the average + standard deviation of at least three independent experiments.
Expression of miRs was correlated to western blot analysis of GATA-1 expression in nuclear extracts from GM-CSF-, GM-CSF/Epo-, or Epo-stimulated-TF1 cells after 72 h of culture.
{3-Actin levels were used as a loading control. The band intensity obtained in control cells “GMCSF” was set as 1, and the relative fold change was determined. (B) Western blot
analysis of GATA-1 expression was performed on nuclear extracts from Epo/TF1 and K562 cells treated with 1 mM VPA (V) for the indicated times or left untreated (control, C). The
level of B-actin protein was used as loading control. Band intensities on blots were quantified and normalized to 3-actin. The band intensity obtained in control cells was set as 1, and
the relative fold change was determined and shown as the mean =+ the standard deviation of at least three independent experiments. The results are representative of at least three

independent experiments and represent the mean + standard deviation. ****p < 0.0001, ***p < 0.001, **p < 0.01, and *p < 0.05.

directly related to Epo/EpoR signaling. Interestingly, pre-miR-144/
451 expression levels were increased in Acla-treated K562 cells
compared with control cells. VPA also reduced this induction of
pre-miR-144/451 by 53%, indicating that VPA affected miR-144/
451 gene expression at the transcriptional level (Fig. 4A). This
effect likely occurs through VPA-mediated inhibition of GATA-1
expression, as supported by its correlated modulation under Acla-
and Acla/VPA-treated conditions (Fig. 4B). K562 cell viability was
not affected by 72 h of Acla or Acla/VPA treatments (Fig. 4C).

3.4. VPA inhibits miR-144/451 and promotes GATA-1/PU.1 interaction
in Epo-stimulated CD34"/HSCs

The effects of VPA on miR-144/451 was then studied in Epo-
stimulated CD34*/HSCs. After 4 days of VPA treatment, miR-144 and
miR-451 expression levels were 3.3- and 5-fold down-regulated,
respectively, compared with Epo-stimulated cells, which were
normalized to 1 (Fig. 5A). This result confirmed the ability of VPA to
down-regulate these miRs in erythroid lineage cells. Nevertheless, VPA
did not trigger changes in the expression level of the GATA-1
transcription factor in these cells. NF-E2, another transcription factor
involved in the erythro-megakaryocyte differentiation pathway, was
also not affected (Fig. 5B). We then focused on the negative regulators
of erythropoiesis, GATA-2 and PU.1, which act by inhibiting GATA-1
activity. Western blot analysis showed that both transcription factors
were up-regulated in VPA-treated CD34"/HSCs (Fig. 5B), and up-
regulation of PU.1 correlated with decreased miR-155 expression
(Fig. 5A). Considering the concomitant overexpression of GATA-1 and

PU.1 in VPA-treated HSCs, we analyzed the PU.1/GATA-1 interaction in
Epo-stimulated HSCs in the presence or absence of VPA through
immunoprecipitation assays. The results showed that GATA-1 and
PU.1 co-immunoprecipitated in the presence of VPA, indicating the
interaction of both transcription factors (Fig. 5C). Moreover, as GATA-1
transcriptional activity is dependent on its acetylation, we assessed the
effect of VPA on the acetylation status of GATA-1. As evaluated by
immunoprecipitation and immunoblotting using an anti-acetyl-lysine
antibody, GATA-1 was not hyper-acetylated in VPA-treated HSCs
compared with EPO-stimulated cells, in agreement with the absence of
activation of this transcription factor (Fig. 5D).

3.5. Inhibition of miR-451 contributes to VPA-mediated
hemoglobinization

To verify that VPA-mediated inhibition of miR-144/451 expres-
sion contributes to erythropoiesis impairment, miR-451 was
specifically inhibited in Acla-treated K562 cells overexpressing
GATA-1. We triggered miR-451 down-regulation by transfecting an
miR-451-inhibitor (451-Inh) into K562 cells. The transfection
efficiency of 451-Inh in K562 cells was validated by using different
concentrations of 451-Inh. Real-time PCR analysis showed that
transfection of 451-Inh reduced the amount of detectable endoge-
nous miR-451 at 24h in a concentration-dependent manner
without affecting K562 cell viability even at 100 nM, which we
used in the following experiments (Fig. 6A). The rate of Hb-
producing cells was assessed at 72 h in Acla-treated cells either in
the presence of VPA (Fig. 6B left) or in 451-Inh-transfected cells
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treatment were analyzed for GATA-1 expression by western blot. The level of 3-actin protein was used as loading control. Band intensities on blots were quantified and normalized
to (3-actin. The band intensity obtained in control cells was set as 1, and the relative fold change was determined. (C) Percentages of cell viability were evaluated by Trypan blue
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(Fig. 6B, right). The percentage of B* cells in Acla-treated cells (52%)
was similar to that of Acla-treated mock-transfected cells (57%). In
Acla/VPA-treated cells, hemoglobinization was prevented and
decreased to 6.9% of B* cells in correlation with GATA-1 inhibition
(Fig. 4B), as expected from previous data [11]. In transfected cells,
451-Inh significantly decreased the rate of benzidine-positive cells
by 10%, despite the remaining induction of GATA-1 by Acla (Fig. 6B).
This result suggested that the inhibition of miR-451 contributes to
reduced Hb production in K562 cells. In addition, we analyzed AKT,
Bcl-2, and c-myc protein expression levels, whose mRNAs are
targeted by miR-451. Transfection of K562 cells with 25 and 100 nM
of 451-Inh triggered a concentration-dependent increase in Bcl-2,
AKT, and c-myc expression at 24 h in correlation with the decreased
miR-451 levels, validating the inhibition of miR-451 activity in K562
cells (Fig. 6C). VPA treatment for 24 h increased AKT and Bcl-2
protein expression levels in agreement with miR-451 down-
regulation. Conversely, VPA decreased c-myc expression, suggesting
that VPA promoted an alternative post-translational regulation for
this protein independent of miR-451 (Fig. 6C).

3.6. HDAC: activity of VPA is not required for erythropoiesis inhibition

To evaluate the potential contribution of the HDAC inhibitory
(HDACGI) activity of VPA in its effect on erythropoiesis, we further
analyzed the effect of VPM and MS on erythroid differentiation.
HDAC I activities of the compounds were first assessed in Epo-
stimulated TF1 cells for 24 h. Cells were treated with 0.5 and 1 mM
VPA, 1 mM VPM, and 0.1 puM MS. The pan-HDACi SAHA was used
as a positive control. Acetylated histone H4 (Ac-H4) and total H4
expression analysis revealed that 0.5 and 1 mM VPA as well as MS

induced histone H4 acetylation, while VPM had no effect (Fig.
7A). The evaluation of cell viability showed that under these
conditions, VPM and MS had a minor effect, with approximately
80% viable TF1 cells after 72 h of treatment and displayed a
cytostatic effect (Fig. 7A).

The effect of VPM and MS was then evaluated on erythroid
differentiation vs. VPA. The rate of hemoglobin-producing cells
was assessed after 72 h of treatment with 1 mM VPM or 0.1 uM
MS, and the percentage of benzidine-positive cells was reduced
from 30% in Epo-treated cells to 7% in VPM-treated cells, displaying
a similar inhibitory effect as 1 mM VPA. Conversely, MS had no
effect on Epo-mediated hemoglobinization (Fig. 7B). In a similar
way, flow cytometry analysis showed that VPA and VPM induced a
decrease in GPA expression, while MS induced a significant
increase compared with Epo-treated cells (Fig. 7B). The inhibitory
effect of VPM on erythroid differentiation was confirmed in Acla-
induced K562 cells as well as in Epo-stimulated HSCs. Indeed, VPM
completely prevented Acla- and Epo-mediated hemoglobinization
of both cell models and reduced GPA expression by 50% in HSCs,
while VPM reduced HSCs viability by only 20% (Fig. 7C). To assess
the effects of VPM and MS at the molecular level, we analyzed
GATA-1 expression as well as y-globin and miR-144/451 as GATA-
1-dependent genes in Epo/TF1 and Acla-induced K562 cells. The
results showed that VPA and VPM treatments of Epo/TF1 cells
decreased and abolished y-globin expression, respectively, while
MS treatment had no effect. VPM inhibited GATA-1 expression in
Epo/TF1 and Acla-induced K562 cells, while MS induced a 1.8-fold
increase in its expression after 48 h in Epo/TF1 cells (Fig. 7D).
Expression of miR-144/451 was decreased in Epo/TF1 cells treated
with VPM for 48 h, whereas MS induced an increase. In the same
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stimulated CD34"/HSCs were treated with 1 mM VPA “E/V” or left untreated “E”
for 4 days. (A) Total RNA was extracted, and miR-144, -451, and -155 expression
levels were analyzed by real-time PCR. The results were evaluated using the
g -A%et method by normalizing to the small nuclear RNA RNU1A expression and to
the control cells (untreated) as the average + standard deviation of at least three
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way, Acla-induced expression of miR-144 and miR-451 was
prevented by VPM (A/VPM) in K562 cells, and VPM alone triggered
a decrease in the basal expression of miR-144/451 (Fig. 7E).

3.7. VPA does not inhibit megakaryocyte differentiation

As erythrocytes and megakaryocytes arise from a common
hematopoietic progenitor and share many regulatory factors, we

also investigated the effect of VPA on megakaryopoiesis. In this
regard, we investigated the effect of VPA on the specific
megakaryoblastic Meg-01 cell line. May Griinwald-Giemsa
(MGG) staining showed that VPA induced large megakaryoblasts
and basophilic megakaryocytes with enlarged nuclei and proto-
plasmic extensions, similar to TPA, which was used as a positive
control. The quantification of differentiated cells showed that TPA
and VPA induced differentiation in 32.5 and 23% of cells,
respectively. VPA did not prevent TPA-induced megakaryocytic
features but rather significantly increased the rate of differentiated
cells by 10% compared with TPA treatment alone
(Fig. 8A). Moreover, VPA induced a 1.7-fold increase in the
megakaryocyte-specific marker CD61 after 72 h of treatment. The
positive control TPA induced a 2.9-fold increase in CD61
expression (Fig. 8A). Cell viability remained at 80% after 72 h of
VPA treatment, and cell growth was inhibited according to a
cytostatic effect with an increase in cell proliferation by 1.7-fold in
VPA-treated Meg-01 cells vs. 4.5-fold in control cells (Fig. 8B). Cell-
cycle analysis confirmed a cytostatic effect with an accumulation
of cells in GO/G1 phase in VPA-treated cells at 72 h (Fig. 8B).

At the molecular level, real-time PCR analysis of a panel of miRs
showed that miR-27a, which is related to megakaryocyte
differentiation though targeting RUNX1 mRNA, transiently in-
creased as soon as 6 h. Similar to TF1, K562, and HSCs, VPA down-
regulated miR-144 and miR-451 in Meg-01 cells after 6 h of
treatment, while miR-221/222 remained unchanged (Fig. 8C).
RUNX1 mRNA expression decreased in accordance with megakar-
yocyte program activation, and miR-27a increased in VPA-treated
Meg-01 cells (Fig. 8D). In addition, GATA-1 expression was
decreased at 24 h in accordance with miR-144/451 downregula-
tion, while GATA-2 was increased at the same time (Fig. 8E).

To evaluate the ability of VPA to induce a switch from erythroid
to megakaryocyte differentiation program in Epo-stimulated
CD34*/HSCs, we analyzed specific transcription factor expression
in VPA-treated cells for 4 days. The results of western blot analysis
showed that RUNX1 transcription factor expression was not
modified under these conditions. Interestingly, ETS-1, Fli-1, and
GABP-a expression levels clearly and significantly increased in
correlation with the activation of megakaryocyte differentiation
program (Fig. 8F).

4. Discussion

We demonstrate that VPA affects erythroid differentiation while
promoting megakaryocytic features by modulating hematopoietic
transcription factors and miR involved in the erythro-megakaryo-
cyte differentiation pathway. Particularly, miR-144/451 was down-
regulated in all erythroid and megakaryocytic models. This decrease
was concomitant to decreased GATA-1 expression, a positive
regulator of miR-144/451 gene transcription, by displacing GATA-
2 from the promoter [23,46]. The expression level of miR-144/451
gene was increased by Epo in TF-1 cells in correlation with GATA-1
over-expression compared to GM-CSF stimulation. Acla-induced
overexpression of GATA-1in K562 cells [44,45] and mature miR-144
and miR-451 expression levels were also increased. VPA prevented
this effect in correlation with the decrease of GATA-1 expression, as
previously described [11]. Accordingly, VPA exerts its inhibitory
activity on GATA-1 and miR-144/451 gene expression independent
of the Epo/EpoR signaling pathway. Pre-miR-144 was affected
similarly as mature miRs evidencing that VPA acts at the
transcriptional level and upstream of miR-144/451 processing,
most likely through GATA-1 down-regulation. Nevertheless, pro-
cessing of miR-144 and miR-451 displays differences regarding
argonaute (Ago)-2 and DICER involvement. The Ago-2 protein is
crucial for erythroid differentiation, since deficient mice present
severe abnormalities in erythropoiesis [47]. In contrast to miR-144,
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miR-451 processing is DICER-independent, while Ago-2 is clearly
involved [48]. Results suggested that VPA could act through the
modulation of miR-144/451 processing, since mature miRs expres-
sion levels were differently affected.

In VPA-treated Epo/CD34" HSCs, inhibition of erythroid
differentiation and the decrease in miR-144/451 expression
occurred despite a slight increase in GATA-1 expression. A similar
effect was previously observed in TNFa-mediated inhibition
of erythropoiesis [37,49,50]. In correlation with the inhibition of
differentiation in CD34*/HSCs, VPA induced over-expression of
GATA-2 and PU.1 transcription factors that negatively regulate
erythropoiesis [14,51]. Moreover, increased PU.1 expression was in
agreement with a down-regulation of miR-155 in VPA-treated Epo/
CD34" cells [52,53]. In addition, VPA promoted the GATA-1/PU.1
interaction in CD34" cells, which can explain miR-144/451 down-
regulation [15,54] and the increase in GATA-2 expression despite
the remaining GATA-1 expression level [16]. On the other hand,
GATA-1 acetylation by CBP/P300 has been reported and directly

related to GATA-1 transcriptional activity [55,56]. Accordingly, the
acetylation status of GATA-1 was not increased by the HDAC
inhibitor VPA, suggesting that GATA-1 transcriptional activity was
not enhanced in VPA-treated Epo/CD34" cells.

Concerning the role of miR-451 in erythropoiesis, a study
reported that miR-451-knockout mice displayed only a subtle
anemia [48]. Our results were in agreement with this observation.
Inhibition of miR-451 overexpression in Acla-induced K562 cells
using the anti-hsa-mir-451-inhibitor (451-Inh) significantly pre-
vented the induction of K562 cells hemoglobinization but the effect
was much lower than that of VPA. This difference can be explained
because VPA treatment abrogates GATA-1 expression leading to a
strong down-regulation of erythroid-specific genes, whereas the
directed inhibition of miR-451 by 451-inh is partially biased by the
remaining GATA-1 overexpression. Therefore, VPA-mediated inhi-
bition of GATA-1 is mainly directly responsible for the differentia-
tion defect and the consecutive decrease in miR-144/451 level is
likely to be partially involved. The impact of VPA-mediated
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inhibition of miR-451 was assessed in K562 cells by analyzing transcription as previously reported [57]. On the other hand, VPA-
proteins whose mRNAs are targeted by miR-451 (Bcl2, AKT, and mediated increase of Bcl2 and decrease of c-myc are in accordance
c-myc) [24-27]. All target proteins were overexpressed in 451-Inh with the cytostatic effect observed. Induction of the anti-apoptotic
transfected control cells, while VPA-mediated down-regulation of Bcl-2 protein could then contribute to cell survival, while decreased
the GATA-1/miR-144/451 axis impacted AKT and Bcl2 proteins but c-myc could block cell division. The cytostatic effect of VPA could
not c-myc. This suggested that VPA is able to impact cellular match with the induction of other differentiation pathways, likely
processes in erythroid cells through miR-144/451. However, c-myc the megakaryocyte and myeloid pathways, as previously reported
regulation escapes miR-451 down-regulation, suggesting an alter- [11,38,39]. However, VPA has no cytostatic effect on Epo-stimulated
native mechanism, possibly through the down-regulation of c-myc HSC and this result could be explained by the fact that primary



A. Trécul et al. /Biochemical Pharmacology 92 (2014) 299-311 309
A Control
4 6h
3 I * =24h
CD61 LY u72h
w 0 20 & .
T ——C —#-TPA ——VPA 1
8 <40 T
8 15 I
o & 3
£ =30 ok 0
£5 £10 221 222 144 451 27a
cc 20 "
53 miRs
% ©10 5
1.1 RUNX1
0 ol /=" D !
O & & qu oh 6h  24h  72h o
Q 5 F3
A 3 08
o~
B 0.7 2
——C —8-TPA —+—VPA
100 6 P, 06
5@ 5 05~ 6h 24h 72h
90 s
< e B8 4
280 1 pred 8 g s
3 °£ 6h 24h 72h
- 28 2 E C vVvcvecy F
60 1 8= 4 GATA-1 [ - = e
50 0 B-actin |- s—— - - - — EPO VPA
oh  6h  24h  T72h 6h  6h 24h 72h GATA2 [E=== - === ==| ©ABPu [== & GABPa .
B-actin |e— — - ——— — B-actin E
NG EYPA RUNX1T [=== ===]  Rrunx1
80 | 3 2 Practn (S —|
> ETS-1 [ |
i E ETS-1 ¢
i 28 Practn [ ]
o L s
=4 <5 i - .
20 4 xx g 0 B-actin [S ——
0 1 2 3 4
° Sub GO GO0/G1 S BGATA-1  ®GATA-2 Band intensity fold change

G2/M

Fig. 8. VPA does not inhibit the megakaryocytic pathway. VPA effects were assessed in Meg-01 cells. (A) Megakaryocyte features were evaluated in Meg-01 cells treated or not
with 1 mM VPA or 100 nM TPA. May Griinwald-Giemsa (MGG) staining was performed after 72 h of the indicated treatments. Untreated cells were used as the control. Images
were captured using a 20x objective. The horizontal scale bar in each picture represents 50 pm. The black arrows show megakaryoblasts (megakaryocytes stage I), and the
red arrows show basophilic megakaryocytes (megakaryocyte stage II). The percentage of differentiated cells was evaluated according to morphological changes in treated
cells vs. control cells. Expression of the megakaryocyte specific marker CD61 was analyzed by flow cytometry at the indicated times and expressed as the mean of fluorescence
intensity (MFI). (B) The effect of VPA and TPA on cell viability at the indicated concentrations and times was evaluated in Meg-01 cells by Trypan blue staining. Meg-01 cell
proliferation was evaluated during a culture time course with or without 1 mM VPA treatment at the indicated times. Cell proliferation was expressed as the fold change of the
cell number at each time point relative to 0 h. Cell-cycle analysis was performed by propidium iodide staining and flow cytometry after 72 h of VPA treatment. (C) Meg-01
cells were treated with VPA for 6, 24, and 72 h or left untreated. Total RNA was extracted, and the indicated miR expression levels were measured by real-time PCR analysis.
(D) RUNX1 mRNA expression was analyzed using the same total RNA extracts from VPA-treated Meg-01 cells. Real-time PCR results were evaluated using the up—Ahctr
method, by normalizing to the small nuclear RNA RNU1A (for miR) and B-actin (for RUNX1) expression at each time point and to the control cells (untreated) at each time
point as the average + standard deviation of at least three independent experiments. (E) GATA-1 and GATA-2 proteins expression levels were analyzed in control “C” and VPA
“V”-treated Meg-01 cells for the indicated times by western blot. Band intensities were quantified. (F) GABP-o, RUNX1, ETS-1, and Fli-1 protein expression levels were analyzed in
Epo- and Epo/VPA-treated CD34"/HSCs for 4 days by western blot. Band intensities were quantified. 3-Actin was used as loading controls. One experiment out of three independent
experiments is shown. Band intensities were quantified and normalized according to 3-actin. The band intensity obtained in control cells was set as 1 and the relative fold change

was determined and shown as the mean =+ the standard deviation of at least three independent experiments. ****p < 0.0001, ***p < 0.001, **p < 0.01, and *p < 0.05.

healthy cells are less sensitive to apoptosis induced by VPA
compared to tumor cells or CLL [58,59].

Because erythrocytes and megakaryocytes arise from common
myeloid progenitors and share common regulatory factors, we
investigated the effect of VPA on the megakaryocyte pathway. We
previously reported that VPA did not affect or activate megakar-
yocyte markers in different cell models [11]. As erythroleukemia
TF1 and K562 cell lines are erythroid models with low potential of
megakaryocyte differentiation, we chose to investigate the effect of
VPA with the specific megakaryoblastic Meg-01 cell line. VPA-
induced megakaryocyte features in Meg-01 cells, including
morphological changes and CD61 expression, occurred with a
transient increase in miR-27a. MiR-27a is involved in megakaryo-
cytic development by down-regulating RUNX1 gene expression
[30] and RUNX1 mRNA expression was down-regulated by VPA.
Besides miR-27a/RUNX1 axis, VPA modulated the micro-network
linking GATA-1/GATA-2 and miR-27a. GATA-1 overexpression
activates miR-27a expression at later stages of erythropoiesis,
while GATA-2 was reported to repress miR-27a gene expression in
early erythroid progenitors. Our results in Meg-01 cells show that
GATA-2 was up-regulated after 24 h in parallel to the decrease in
miR-27a expression. However, miR-27a expression remained

higher than in control cells, in agreement with megakaryocyte
differentiation while its overexpression at 6 h of treatment cannot
be explained through GATA-1 expression levels. Conversely, down-
regulation of GATA-1 protein correlated with the decrease in miR-
144/451 expression levels as in erythroid models. These data
supported the finding that VPA affects the erythro-megakaryocyte
differentiation pathway through the modulation of GATA-1 and
GATA-2, which display lineage-specific expression levels [46] and
interplay with miRs. In Epo-stimulated CD34*/HSCs, we show that
VPA activates the expression of ETS family transcription factors,
namely ETS-1, Fli-1, and GABP-alpha, besides PU.1, in accordance
with erythropoiesis inhibition and the potential activation of
megakaryocyte differentiation. Fli-1 is a positive regulator of
megakaryopoiesis [35], whereas it was reported as playing a
negative regulatory role during differentiation of erythroid cells
[33]. GABP«a activates the transcription of genes specifically
expressed in early stages of megakaryopoiesis, including allb and
c-mpl [36]. ETS-1 is overexpressed along megakaryocyte develop-
ment and triggers megakaryocyte differentiation but inhibits
erythropoiesis of CD34"/HSCs [34]. Up-regulation of ETS-1 was also
in accordance with miR-155 decrease in VPA-treated CD34*/HSCs,
which is highly expressed in CD34" hematopoietic progenitors. Its
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in correlation with the inhibition of GATA-1 expression (bold arrows). In contrast,
the Class I HDAC inhibitor MS-275 (MS) did not inhibit erythroid differentiation,
which was in accordance with GPA, y-globin as well as miR-144/451 up-regulation
and GATA-1 increased expression. VPA induced the expression of ETS family of
transcription factors (PU.1, ETS-1, GABP-a, Fli-1) in CD34*/HSCs, which are
described as negative regulators of erythropoiesis while promoting the
megakaryocyte pathway. Notably, PU.1 and ETS-1 were increased in correlation
with miR-155 downregulation and the PU.1/GATA-1 interaction was stimulated by
VPA. Over-expression of GATA-2 was also observed in the megakaryocyte model
Meg-01 cell line. VPA induced megakaryocyte features such as CD61 marker and the
miR-27a in correlation with RUNX1 mRNA down-regulation. VPA is then able to
modulate regulatory factors playing major roles in erythro-megakaryocyte
differentiation pathway, including transcription factors and miRNAs, forming
regulatory micro-networks.

expression decreases during megakaryopoiesis since it alters
megakaryocyte proliferation and differentiation and decreases the
expression of its target, ETS-1 [29]. On the other hand, it has been
shown that VPA generates megakaryocytic precursors in the
presence of IL3/SCF [60], corresponding to our experimental
conditions. Altogether, results show that VPA acts on the erythro-
megakaryocyte balance through modulating common and specific
transcription factors and miR expression levels.

Whether HDAC I activity is involved in the effects of VPA was not
obvious. VPA treatment of Xenopus laevis during gastrulation led to
a complete absence of red blood cells [61] and VPA induced
megakaryocyte differentiation of UT-7 cells [39]. In these specific
cases, the effect of VPA was dependent on its HDACi activity.
However, besides HDACi properties, VPA displays further mecha-
nisms of action and the ability of numerous HDACis to modulate
hematopoietic cell differentiation never provided obvious rela-
tionship between HDACi activity and differentiation. Some HADCi
were shown to induce y-globin gene expression in vivo [62], while
trichostatin A (TSA) inhibits erythroblast nuclear condensation and
extrusion [63]. Panobinostat (LBH589), an HDACi with promising
anti-cancer activities, impairs megakaryocyte maturation and
platelet formation [64]. VPA primarily inhibits Class [ and to a
lesser extent Class Il HDACs [3,38]. We observed that 0.5 and 1 mM
VPA had HDACi activities, while only 1 mM VPA inhibited

erythroid features. This result strongly suggested that HDACi
activity of VPA on class I and Il HDACs was not responsible for this
specific effect. VPM is classically used as a negative HDACi control
[61], was able to prevent erythroid differentiation, whereas the
Class  HDACs inhibitor MS-275 did not trigger down-regulation of
erythroid markers and even led to their induction. Accordingly,
MS-275 has been reported as an inducer of y-globin expression
[65]. Therefore, the epigenetic activity of VPA was not required to
prevent erythroid differentiation and other mechanisms of action
should be involved and investigated.

Overall, we show here that VPA inhibits the erythroid program
while promoting megakaryocytic features through the modulation
of micro-networks involving GATA and ETS transcription factors
and miRs essential for erythro-megakaryocyte differentiation. Our
results indicate that the HDACi activity of VPA, which mainly leads
to Class I HDAC inhibition, is not required for its ability to inhibit
erythropoiesis in all our three human cell models (Fig. 9). In
conclusion, the effects of VPA on erythropoiesis and hematopoiesis
should be considered for its use in cancer patients particularly
susceptible to anemia.
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Constitutive activity of kinases has been reported in many types of cancers, so that inhibition of
“onco-kinases” became a validated anti-cancer strategy. We found that the polyphenol 13c, a tri-vanillate
derivative, inhibited kinase phosphorylation in leukemia cells. P-JAK2, P-Src and P-PI3Kp85 inhibition
occurred independently of phosphatase involvement in JAK2V617F expressing HEL cells while 13c
inhibited Bcr-Abl expression without inhibition of phosphorylation in chronic myelogenous
leukemia cell lines (K562, MEG-01). In correlation with kinase inhibition, 13c abolished constitutive
P-STAT3/P-STAT5 expression, down-regulated Mcl-1 and c-Myc gene expression and induced apoptosis.
Altogether, polyphenol 13c displays potential antitumor activities by affecting onco-kinases and STAT
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activities.

© 2013 Elsevier Ireland Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

Polyphenols are widely present in the vegetal kingdom as the
products of the secondary metabolism of plants. Many studies
have shown their potentialities as chemopreventive and antican-
cer agents as well as for the treatment of cardiovascular, inflam-
matory and neurodegenerative diseases [1]. Based on anticancer
activities of vanillin, Lamoral-Theys et al. reported the cytostatic
effect of a series of vanillate derivatives on several cancer cell
lines in comparison to curcumin, a well known divanillate-based
polyphenol for its anti-inflammatory and chemopreventive prop-
erties [2]. Among 33 di- and trivanillate based polyphenol com-
pounds studied, the authors reported that the tri-chloro
derivative of trivanillic ester 13c, displayed one of the most po-
tent in vitro antitumor activity. Besides cytostatic properties,
13c showed potent inhibitory activity of protein kinases in an
in vitro kinase assay [3].

Many cancers express constitutively active kinases including
Src (sarcoma viral oncogene homolog), JAK (Janus Kinase), Bcr-
Abl (breakpoint cluster region-Abelson) and EGFR (epidermal
growth factor receptor) [4,5]. Indeed, permanent activation of

* Corresponding author. Tel.: +82 2 880 8919.
E-mail address: marcdiederich@snu.ac.kr (M. Diederich).
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onco-kinases leads to upregulation of genes involved in cell cycle
and survival including cyclins, c-Myc, Bcl-xL and Mcl-1 among oth-
ers [5,6] through the constitutive activation of transcription factors
including Signal Transducer and Activator of Transcription (STAT).
Inhibition of constitutive activities and permanent phosphoryla-
tion status of tyrosine kinases is a promising therapeutic pathway
as revealed by Imatinib/Gleevec for example. Moreover, inactiva-
tion of STAT3 in cancer cells is recognized as a promising strategy
to be associated to anticancer therapies. Many synthetic and natu-
ral P-STAT3 inhibitors have been described in vitro, while no clini-
cal studies have been published to date [7].

In physiological conditions, JAK2 activation results from eryth-
ropoietin (EPO)-, interleukine (IL)6-, IL10- or interferon (IFN)-gam-
ma receptor stimulation. The mutated form of JAK2, namely
JAK2V617F is observed in 95% of patients with Philadelphia chro-
mosome-negative myeloproliferative neoplasms, polycythemia
vera and essential thrombocythemia and myelofibrosis [8-11].
This mutation makes the kinase hypersensitive or independent of
hematopoietic cytokines. The substitution V617F is located within
the Jak homology 2 (JH2) domain of the protein, which is a pseudo-
kinase. JH2 domain regulates associated receptor phosphorylation
through auto-inhibitory properties, which are abolished in the mu-
tated protein. Consequently, mutated JAK2 continuously activates
signaling pathways including PI3K/AKT, ERK/MAPK pathways and
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STAT transcription factors, in the absence of membrane receptor
stimulation by the ligand [9]. Specifically, constitutive activation
of STAT3 has been linked to tumor development and is now widely
recognized as a cancer-promoting factor. Besides, several reports
have shown that the PI3K/AKT pathway as well as the independent
receptor kinase Src leads to STAT3 activation [12,13]. Moreover,
STAT3 is frequently activated in acute lymphoblastic leukemia
(ALL) and acute myeloid leukemia (AML) [14].

In this study we investigated the effect of 13c on constitutive
phosphorylation of the protein kinase JAK2 in the human erythro-
leukemia (HEL) cell line expressing homozygous JAK2V617F pro-
tein. Furthermore we evaluated the effect of 13c on the
oncogenic fusion protein kinase Bcr-Abl, which characterizes 90%
of chronic myeloid leukemia cells (CML) [15]. Bcr-Ablp210 protein
is the most frequent variant [16]. In contrast to constitutive kinase
activity resulting from conformational modification in JAK2V617F,
Bcr-Abl kinase activity results from a reciprocal chromosomal
translocation t(9;22)(q34;q11) giving rise to the Philadelphia chro-
mosome. Abl protein is a tyrosine kinase which autoregulates
through Src-homology (SH)2-SH3 domains and myristoylation in
the N-terminal region [17]. In Bcr-Abl protein the regulation site
of the kinase is lost and tyrosine kinase activity becomes perma-
nent [18] leading to constitutive activation of cell signaling path-
ways. In Bcr-Abl positive cells, constitutive activation of STAT
factors, particularly phosphorylated (P)STAT5, which is the cause
of initiation and maintenance of CML [19-21], would result from
Bcr-Abl activity independently of JAK. Bcr-Abl-mediated activa-
tion by STAT could occur through SH2 domain as for Src [22]. Be-
sides, STAT factors and target genes can be activated by Bcr-Abl
through activation of PI3K/AKT and Ras/Raf/MEK/ERK signaling
pathways.

According to in vitro kinase assays, this work confirms the abil-
ity of the polyphenol 13c to inhibit kinase activities in cellulo. Con-
stitutive expression of P-JAK2, P-Src and P-PI3K was inhibited at
different tyrosine residues in HEL cells, in correlation with de-
creased STAT3 activation. Moreover, 13c inhibited Bcr-Abl expres-
sion in CML MEG-01 and K562 cells, while phosphorylation status
in regulatory sites was not affected. However, P-ERK and P-STAT5
expressions were also inhibited. The expression of c-myc and Mcl-
1 was downregulated in the different models in correlation with a
decrease in cell proliferation and apoptosis induction.

2. Materials and methods
2.1. Cells, culture and treatments

All the cell lines, HEL (acute myeloid leukemia), A549 (lung adenocarcinoma),
K562 and MEG-01 (chronic myelogenous leukemia) were obtained from Deutsche
Sammlung fiir Mikroorganismen und Zellkulturen (DSMZ, Braunschweig, Germany)
and cultured in RPMI 1640 (Cambrex-Longa) containing 10% fetal calf serum (SCF)
and 1% of a mixture of antibiotics (penicillin 100 U/mL, streptomycin 100 pg/mL of
Cambrex) and antifungal agents (amphotericin B 25 pg/mL). TF1cell line was grown
in the presence of 5ng/mL GM-CSF (PeproTechnology) or 10 U/mL recombinant
erythropoietin (Eprex, Janssen-Cilag) in the culture medium. All cells were cultured
in an incubator at 37 °C, 95% humidity and 5% CO,. For suspension cells, medium
was renewed every three days and the cells were resuspended at a concentration
of 2 x 10° cells/mL. For A549 adherent cells, medium was renewed every two days
and the cells were resuspended at a concentration of 1-2 x 10° cells per 80 cm?.
Cell viability was estimated by Trypan blue (Cambrex) staining.

Peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) were purified using Ficoll-Hyp-
aque (GE Healthcare, Roosendaal, The Netherlands). PBMCs were isolated by den-
sity gradient centrifugation from freshly collected buffy coats obtained from
healthy adult human volunteers (Red Cross, Luxembourg, Luxembourg). All healthy
volunteers gave informed written consent. After isolation, cells were washed twice
in 1X PBS and adjusted at 2 x 10° cells/mL in RPMI 1640 (supplemented with 1%
antibiotic-antimycotic (Lonza) and 10% FCS (Lonza).

The tri-vanillate 13c¢ was synthesized and purified as previously described [23].
Stattic (Santa Cruz) was used as a specific inhibitor of P-STAT3. Interferon (IFN)-y
(Sigma) 100 ng/mL and interleukin (IL)-6 (Sigma) 50 ng/mL were used as P-STAT3
inducers.

2.2. Hoechst reagent and propidium iodide

Hoechst 33342 (Calbiochem VWR International) at 1 pg/mL was added (3 pL) to
10 cells in RPMI. The mixture was incubated at 37 °C for 20 min. Then the cells
were centrifuged at 350g for 5 min. Then 20 pL of propidium iodide (PI) (diluted
to 1/500) were added to the cell pellet. The apoptotic or necrotic state of the cells
was analyzed by fluorescence microscopy (Olympus inverted microscope Cell M).

2.3. Protein extractions

Total protein extracts were prepared from approximately 107 cells. Cells were
lysed by vigorous stirring at 4 °C for 15 min in 250 pL of a mixture containing MPER
lysis buffer (Mammalian Protein Extraction Reagent, Pierce, Belgium), a cocktail of
protease inhibitors (Complete (Roche) and 1.65 mM Phenylmethylsulfonylfluorid
(PMSF) (Sigma)) and phosphatase inhibitors (Phophostop (Roche), 4.1 mM sodium
fluoride (NaF) and 0.8 mM ortho-vanadate (OV) (Sigma)). The homogenate was cen-
trifuged 15 min at 18,000g at 4 °C.

Nuclear and cytoplasmic proteins were extracted from 5 x 10° to 107 cells as
previously described according to Schreiber et al. [24]. Protein concentrations were
determined by the Bradford method using BioRad reagent (BioRad Laboratories).

2.4. Western Blot

Ten to twenty micrograms of denatured protein extracts were resolved in a 10%
SDS-polyacrylamide gel. Separated proteins were then transferred onto a PVDF
membrane (GE Healthcare). The membranes were blocked in phosphate-buffered
alkaline/0.1% Tween 20 (PBS-T) 1X, supplemented with 5% milk or 5% BSA according
to the antibody manufacturer then probed with primary antibodies (STAT3/P-
STAT3, STAT5/P-STAT5, Src/P-Src, JAK2/P-JAK2, PI3K/P-PI3K, AKT/P-AKT, ERK/P-
ERK, Mcl-1, c-Myc, PTEN, SHP1, P-c-Abl, Caspase 7, Caspase 8, Caspase 9, (Cell Sig-
naling, Leiden, The Netherlands), Bcl2, Tubulin-o (Calbiochem, Leuven, Belgium),
PP2A, c-Abl, Caspase 3, Lamin B, NF-kB p50 and p65 (Santa Cruz Biotechnology,
Tebu-Bio, Boechout, Belgium) and B-actin antibodies (Sigma)) and probed again
with horseradish peroxidase-conjugated secondary antibodies (Amersham Biosci-
ences). Every step (membrane saturation and probing) was followed by three
washes in PBS-T. The immunoreactive proteins were visualized using the enhanced
chemiluminescence system (ECL+; Amersham Biosciences) by autoradiography.

2.5. Cell cycle analysis

Cell cycle distribution was analyzed according to standard procedures based on
DNA staining with propidium iodide (1 pg/mL, Sigma-Aldrich) and RNase A
(100 pg/mL; Roche) in PBS before analysis by FACS (FACSCalibur (BD Biosciences)).
Events were recorded statistically (10,000 events/sample) using the CellQuest soft-
ware (BD Biosciences). Then, the data were analyzed by using Flow-Jo 8.8.5 soft-
ware (Treestar, Ashland, OR, USA).

2.6. Total RNA extraction

All reagents used are treated anti-RNase. Total RNAs was extracted from 107
cells. The cells were washed in PBS 1X, centrifuged at 350g for 7 min and then lysed
with TRIzol © reagent (Invitrogen). Total RNA is separated from DNA by addition of
1-Bromo-3-chloropropane and centrifugation. The RNA present in the aqueous
phase are precipitated in the presence of isopropanol. RNA pellets were sedimented
by centrifugation at 4 °C for 5 min at 10,000g and then dissolved in ultrapure water
RNase free and quantified with a spectrophotometer (Nanodrop ® ND-1000).

2.7. Reverse transcription and real time PCR

The SuperScript [I™ Reverse Transcriptase (Invitrogen, 200 U/uL) was used to
perform reverse transcription of 3 pg of total RNA using Oligo(dT) primers
(500 mg/mL). Real-time PCR analysis were performed using the Mesa Green qPCR
MasterMix Plus for SYBR1 Assay (Eurogentec, Seraing, Belgium) according to the
manufacturer’s protocol with specific primers: c¢-Myc forward 5'-cac-
cgagtcgtagtcgaggt-3’, Mcl-1 forward 5'-ccaaggcatgcttcggaaa-3/, GAPDH forward
5’-acagtcagccgcatcttctt-3'. Real-time PCR were performed using a 7300 Real Time
PCR System (Applied Biosystem, Lennik, Belgium). Quantification was performed
in triplicate and expression levels were normalized using internal standards gene
GAPDH. Relative gene expression levels correspond to fold induction compared
with untreated cells.

2.8. Network building

Cytoscape 2.8.2 and 3.0.0 (Smoot, Ono et al. 2011) were used to find transcrip-
tion factors interacting with kinases inhibited by 13c treatment. First we selected
the 48 kinases whose residual activity was less than 50% after treatment. MIMI plu-
gin [25] was used to find their common neighbors (neighbors of at least 2 kinases),
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using all databases available. This resulted in a network of 408 nodes that was fur-
ther filtered on the basis of GO annotations to restrict results to transcription
factors.

Interactome of STAT5A, STAT5B, STAT3 and STAT1 was retrieved using Pathway
Commons in Cytoscape 2.8.1 [26] and interactions from Cancer Cell Map, HPRD and
Biogrid databases. Network was filtered by removing proteins whose residual activ-
ity was not measured.

2.9. Statistics

Data are expressed as mean # standard deviation and were analyzed by Stu-
dent’s t-test. This test compares the mean of each treatment with control medium.
The difference between the series “control” and the series “treated”, is considered
significant for values of p < 0.01 represented by ** and 0.01 < p < 0.05 represented
by *. The results represent the mean + standard deviation.

3. Results

3.1. Tri-vanillate derivative 13c has a robust impact on kinase
activities in vitro

Lamoral-Teys et al. previously reported the in vitro effect of
2 UM tri-vanillate derivative 13c (Fig. 1A) on activities of a panel
of kinases (246 wild type proteins and 10 mutants) [3]. To find
transcription factors (TF) that could be targeted by this treat-
ment, we selected 48 kinases inhibited by more than 50% and
built their interactome. After discarding non-TF from the net-
work, we found that 27 TFs were linked to the kinases highly
inhibited by 13c (Fig. 1B). Among them, STAT family of TFs
was well represented (STAT1, 3, 5a and 5b) and together ac-
counted for more than 25% of all interactions from kinases
(30/113) (Kinase gene symbols and corresponding names are de-
scribed in Table S1).

A [0}

HO

3.2. 13c inhibits JAK2/STAT3 pathway in HEL cells

In order to validate the capacity of 13c to inhibit kinase activa-
tion in cellulo, constitutive P-JAK2 expression was analyzed in
acute myeloid leukemia HEL cells. Cells were treated with 1-
100 uM 13c for 72 h. Phosphorylation of tyrosine residues Y1007/
1008 (P-JAK2) within the catalytic site has been assessed by wes-
tern blot analysis. Results clearly showed that JAK2 is constitu-
tively phosphorylated at this site in HEL cells. A full inhibition of
P-JAK2 occurred with 50 uM 13c whereas total JAK2 expression
was not inhibited (Fig. 2A). However, we noticed a significant de-
crease in total JAK2 expression in cells treated with 100 uM 13c
for 72 h. The decrease in P-JAK2 by 50 M 13c occurred as soon
as 6 h of treatment like for P-STAT3. Moreover, besides the inhibi-
tory effect of 50 uM 13c on JAK2 phosphorylation at the Y1007/
1008 residues, our results showed also inhibition of Y221 phos-
phorylation (Fig. 2A).

On the other hand, analysis of the expression of non-receptor
tyrosine kinase Src showed this onco-kinase to be constitutively
activated in HEL cells. Interestingly, Src phosphorylation status at
the residue Y416 was inhibited by 13c at 50 uM in HEL cells
(Fig. 2B). Moreover, PI3K/AKT pathway has been described as con-
stitutively active in AML cells. Results of western blot analysis
showed that 13c at 50 uM inhibited phosphorylation of the regula-
tory subunit p85 of PI3K as well as its main substrate AKT in HEL
cells (Fig. 2B).

3.3. 13c inhibits constitutive and induced P-STAT3 expression

P-JAK2, P-Src and P-PI3K have been reported to phosphorylate
and activate the transcription factor STAT3. Analysis of phospho-
STAT3 (P-STAT3) in HEL cells showed a constitutive activation of
this transcription factor. In order to evaluate the ability of 13c to

(o]
R R
0 (0]
HO o OH
R
(o]

Trivanillate 13¢

R=Cl

¢}

STAT3

STATL | VAVL | cramg1 | STATSA ESR1

STATSE | JWN | E2F4YWHAZ | vps3 | EWSRI | HNFAA | cogagp | GTR2 | FOS | CEBPB | REA | AATF | ETSI

AR HNFIA | HCIS1 | WT1  HMONL | SRF

Fig. 1. Chemical structure of 13c and transcription factors linked to kinases inhibited by 13c treatment. (A) 13c is a tri-chloro derivative of trivanillic ester. R = Cl. (B) Network
showing transcription factors linked to (at least 2) kinases highly inhibited by 13c treatment (<50% residual activity). Kinases are represented in blue. Transcription factor
(white) height is proportional to the number of kinases linked. (For interpretation of the references to color in this figure legend, the reader is referred to the web version of

this article.)
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inhibit this phosphorylation in agreement with upstream P-kinase
inhibition, we analyzed STAT3 phosphorylation at the Y705 residue
by western blot. The inhibitor of P-STAT3 Stattic (Stic) was used at
5 UM as a positive control (Fig. 2C). In cells treated by 13c for 72 h,
the expression of total STAT3 was not affected whatever the con-
centration used while the phosphorylation of Y705 was inhibited
by 50 uM 13c. P-STAT3 was similarly inhibited by 5 pM Stattic. A
time course treatment of HEL cells with 50 M 13c during indi-
cated times, showed an inhibition of P-STAT3 as soon as 6 h. STAT3
phosphorylation at Serine 727 residue (S727) was partially inhib-
ited by 13c 50 uM. Indeed, partial inhibition was delayed at 72 h
compared to that of Y705. This suggested that phosphorylation of
tyrosine residues is more specifically affected by 13c than serine
residues, which is in agreement with an effect on tyrosine kinase
activity. In order to validate that P-STAT3 expression was inhibited
in the nuclear fraction where it will exert its transcriptional activ-
ity, P-STAT3 expression was compared in cytoplasmic and nuclear
fractions of 13c treated HEL cells. Results showed the absence of P-
STAT3 expression in the cytoplasm as well as in the nucleus after
treatment. Expression of a-tubulin and lamin B were very low or
undetectable in the nucleus and the cytoplasm fractions respec-
tively, validating the results.

To confirm that JAK2/STAT3 signaling pathway is affected by
13c, we studied its effect on cytokine-mediated activation of STAT3
using the lung carcinoma A549 and the CML K562 cell lines. Cells
were pre-treated with different concentrations of 13c for 24 h
and then stimulated with IFNy or IL6 for 15 min, which are known
to induce JAK2/STAT3 pathway. Western blot analyses showed that
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cytokines induced P-STAT3 in both cell lines and that 13c was able
to prevent this induction in the same range of concentration than
for constitutive P-STAT3 (Fig. 2E). As a control we showed that
the non-inhibitory concentration of 30 pM 13c did not induce P-
STAT3. Therefore, results clearly showed the ability of 13c to inhi-
bit cytokine-mediated activation of STAT3 and confirmed its inhib-
itory effect of 13c on JAK/STAT3 pathway.

3.4. 13c inhibits Bcr-Abl expression in CML cells

In order to assess whether 13c has a pan inhibitory activity on
constitutive tyrosine kinases, we further studied its effect on the
fusion oncoprotein Bcr-Abl in two CML cell lines, K562 and
MEG-01. Total expression of Bcr-Abl as well as phosphorylation
status of the protein was analyzed. Cells were treated for 24 h with
1, 10 and 50 pM 13c and results showed a downregulation of Bcr-
Abl in both cell lines at 50 pM. A pretreatment with the protea-
some inhibitor MG132 showed that the decrease in Bcr-Abl
expression was not dependent on proteasomal degradation
(Fig. 3A). The analysis of Bcr-Abl phosphorylation at Y245 and
Y412 residues in 13c treated MEG-01 cells at 50 uM revealed that
phosphorylation decreased concomitantly with total protein
expression, which occurred at 24 h (Fig. 3B). This strongly sug-
gested that phosphorylation status is not affected prior to the
down-regulation of Bcr-Abl.

To correlate 13c-mediated decrease of Bcr-Abl expression with
downstream signaling we analyzed the expression of P-ERK and P-
STATS5. Expression of P-ERK was clearly decreased in MEG-01 cells

A 13¢c uM 6h 24h
C 1 10 50 100 C 13¢ C 13c
e | [ o
————— | ——— [-actin
|- o — | <P-JAK2Y221
[ - —— < 0-ocin
B 13c M
C 1 10 50 100

e

ST TR

| e o ——— | < -actin

< P-PI3K p85 Y458

<4PI3K

C 13¢
— —

« B-actin

< P-Src Y416

C 13¢

Fig. 2. 13c inhibits kinases and STAT phosphorylation. HEL cells were treated with increasing concentrations of 13c for 72 h or with 50 uM 13c at the indicated times. (A)
Western blot analyses of P-JAK2 and JAK2 proteins were performed on the whole cell extracts using indicated antibodies. (B) Western blot analyses of P-Src, Src, P-PI3K, PI3K,
P-AKT and AKT proteins were performed on the whole cell extracts using indicated antibodies. (C) Western blot analyses of P-STAT3 Y705 and S727 as well as total STAT3
were performed on whole cell extracts. (D) Western blot analyses of P-STAT3 and STAT3 proteins were performed on cytoplasmic and nuclear extracts from HEL cells treated
with 50 pM 13c for 72 h. Lamin B and o-tubulin were used to verify the absence of contamination between nuclear and cytoplasmic extracts. (E) K562 and A549 cells were
pre-treated with increasing concentrations of 13c for 24 h and then stimulated by IFNYy or IL6, respectively for 15 min to activate P-STAT3. Western blot analyses of P-STAT3
Y705 as well as total STAT3 were performed on whole cell extracts. In all experiments the level of B-actin protein was used as loading controls. Results are representative of

three independent experiments.
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Fig. 2 (continued)

after 24 h of 13c treatment in correlation with the decrease in Bcr—
Abl expression and its phosphorylated form. Similarly, constitutive
expression of P-STAT5 was abolished in MEG-01 and K562 cells
after 72 h of 50 uM 13c, while total STAT5 expression was not af-
fected (Fig. 3C).

3.5. 13c inhibits protein phosphorylation in a phosphatase
independent manner

According to the observation that 13c had an inhibitory effect
on protein phosphorylation including STAT transcription factors
and tyrosine kinases, the implication of phosphatases was as-
sessed. HEL cells were treated with different concentrations of
ortho-vanadate (OV), a tyrosine-phosphatase inhibitor, prior to
13c addition for 48 h. Results from western blot analysis of P-
STAT3 and P-PI3K expressions revealed that OV did not prevent
inhibitory activity of 13c whatever the concentration used in HEL
cells (Fig. 4). This suggested that 13c-mediated inhibition of STAT
and kinases in HEL cells was independent of phosphatase activa-
tion. Accordingly, the analysis of phosphatase expression in 13c-
treated cells showed that PTEN, SHP1 and PP2A were partially

down-regulated after 72 h of 13c treatment (Fig. 4). Results are
in favor of an inhibition of tyrosine kinase activity by 13c as previ-
ously observed in vitro rather that an activation of phosphatases.

3.6. 13c inhibits cell proliferation

Since 13c induced inhibition of constitutive onco-kinases as
well as P-STAT transcription factors, we assessed its effect on apop-
tosis and cell proliferation. We then studied the effect of 13c at
50 uM on proliferation of HEL cells by Trypan blue staining as well
as on the cell cycle by using the annexin V/PI assay. Results showed
that cell growth was strongly inhibited as early as 48 h and
reached a 3-fold decrease at 72 h of 13c treatment compared to
control cells (Fig. 5A). Furthermore, 50 pM 13c affected cell cycle
particularly at 72 h of treatment (Fig. 5B). While 60% of the cells
were in GO/G1 phase at 48 h of 13c treatment, only 26% of the cells
were in GO/G1 phase at 72 h versus 60% in the control cells. Inter-
estingly, the rate of cells in sub-GO phase drastically increased
from 25% in control cells to 60% in 13c-treated cells at 72 h, sug-
gesting induction of apoptosis (Fig. 5B).
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Fig. 3. 13c inhibits Bcr-Abl, P-ERK and P-STAT5 expression. (A) K562 and MEG-01 cells were treated with or without increasing concentrations of 13c for 24 h and with
50 uM 13c for 24 h in the presence or absence of 5 uM MG132. Western blot analysis of Bcr-Abl protein was performed on whole cell extracts. (B) MEG-01 cells were treated
with or without 50 pM 13c for indicated times. Western blot analysis of Bcr-Abl and P-Bcr-Abl were performed on whole cell extracts using indicated antibodies. (C) MEG-01
cells were treated with or without 50 uM 13c for indicated times. Western blot analysis of ERK and P-ERK were performed on whole cell extracts. Western blot analyses of P-
STATS5 were performed on K562 and MEG-01 whole cell extracts treated with 50 uM 13c for 24 h. In all experiments the level of B-actin was used as loading controls. Results

are representative of three independent experiments.

To study the effect of 13c on apoptosis, HEL cells were treated
with 1, 10 and 50 uM 13c for 24 h and 72 h, and Hoechst/PI stain-
ing was performed. Observation and numeration of dead cells by
fluorescent microscopy revealed that the rate of apoptotic cells
increased in a concentration- and time-dependent manner. How-
ever, the percentage of apoptotic cells increased only from 19%
with 1 puM to 24% with 10 uM 13c after 72 h vs 15% in the control
cells, while 50 uM 13c induced up to 60% apoptotic cells (Fig. 5C).
There results were in agreement with the inhibition of P-STAT3 at
50 uM 13c in these cells (Fig. 2C). 543216Treatment with 5 uM

Stattic induced a significant increase in the rate of apoptotic
HEL cells reaching 30% (Fig. 5C) and 10 uM even led to 100% cell
death (data not shown) at 72 h. Furthermore, apoptosis was also
studied in A549, MEG-01 and K562 cells treated with 50 pM 13c
for 72 h. The percentage of apoptotic cells was increased up to
80% in K562 cells and 21% in MEG-01 cells, while 13c did not in-
duce A549 cell death. Neither 13c at 100 pM nor Stattic induced
apoptosis in A549 cells for 72 h (data not shown), which do not
express constitutive P-STAT3 [3]. We further investigated the ef-
fect of 13c on viability of healthy cells. PBMCs were treated with
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Fig. 4. 13c-mediated inhibition of protein phosphorylation is independent on phosphatases. HEL cells were pre-treated for 1 h with or without increasing concentrations of
the tyrosine phosphatase inhibitor, ortho-vanadate (OV) and with or without increasing concentrations of 13c for 48 h. Western blot analysis of P-STAT3, STAT3, P-PI3K, PI3K,
were performed using indicated antibodies. Expression of phosphatases PTEN, SHP1 and PP2A was studied by western blot on HEL whole cell lysates after 72 h of 50 uM 13¢
treatment. In all experiments the level of B-actin protein was used as loading controls. Results are representative of three independent experiments.

50 uM 13c for 24, 48 and 72 h and results showed 5%, 7% and 6%
of cell death respectively (Fig. 5C), witnessing excellent differen-
tial toxicity.

3.7. 13c inhibits c-Myc and Mcl-1 expression

To correlate P-STAT inhibition with the effect of 13c on apopto-
sis and proliferation, c-Myc and Mcl-1 mRNA expression were ana-
lyzed by real-time PCR in HEL cells at 24 h and MEG-01 cells at
24 h and 72 h. Results showed that STAT target gene expression
was down regulated in both cell lines treated with 50 uM 13c
(Fig. 5D). Decrease in c-Myc mRNA expression occurred as soon
as 24 h of 13c treatment in HEL cells while it occurred at 72 h in
MEG-01 cells. Moreover, the analysis of the onco-protein c-Myc
and the anti-apoptotic protein Mcl-1 by western blot showed a de-
crease in their expression as early as 24 h of 13c treatment
(Fig. 5D), with a proteasome-dependent degradation for c-Myc
(Fig. S1). However, c-Myc and Mcl-1 expression did not decrease
in 5 uM Stattic-treated HEL cells at 24 and 72 h, whereas P-STAT3
was inhibited at this concentration in HEL cells (Fig. 2C). Analyses
of NF-kB expression in cytoplasmic and nuclear extracts of HEL
and MEG-01 cells showed that NF-kBp50/p65 was not constitu-
tively activated in these cells. The absence of NF-xB activity in
MEG-01 cells was confirmed by Luciferase assays in control cells
vs TNFalpha induced cells (Fig. S2). These results suggest that
NF-xB is not involved in the constitutive expression of c-Myc
and Mcl-1 genes. Furthermore, results showed that Bcl-2 expres-
sion, which was shown to involve S727 phosphorylation of STAT3,
was slightly decreased after 72 h of 13c treatment in HEL cells
(Fig. 5D).

3.8. 13c induces the intrinsic apoptosis pathway

Pro-apoptotic effect of 13¢ has been confirmed by studying the
activation of pro-caspases and poly ADP ribose polymerase (PARP)
in HEL and MEG-01 cells. Cells were treated by 50 pM 13c or 5 uM
Stattic for 24 h and 72 h and the activation of pro-caspases 8, 7, 9
and 3 has been analyzed by western blot. Total protein extracts
from etoposide-treated U937 cells were used as a positive control
for the cleavage of the caspases. Results showed that 13c as well as
Stattic had no effect on caspase 8 cleavage while caspases 7, 9 and
3 as well as PARP were cleaved in both cell lines (Fig. 5E). Results
indicated that 13c induces intrinsic pathway of apoptotic cell death
in these cell lines, in correlation with onco-kinase inhibition and
most likely through inhibition of P-STAT3 and P-STATS5.

4. Discussion

Tri-vanillate 13c was shown to exhibit inhibitory activity on
cancer cell proliferation through a cytostatic effect [23] while
in vitro kinase assays revealed that 13c decreased the residual
activity of 48 among 256 by more than 50% [3]. Many cancers re-
sult from the activation of kinases including Janus Kinase (JAK),
sarcoma viral oncogene homolog (Src), fibroblast growth factor
receptors (FGFR), mitogen-activated protein kinase 8 (MAPKS8/
JNK1), epidermal growth factor receptor (EGFR) or Abelson (Abl)
which were all inhibited by 13c in the in vitro study. Furthermore,
anti-inflammatory and anti-proliferative properties of the divanil-
late-based polyphenol curcumin (diferuloylmethane) are mediated
through the modulation of multiple cell-signaling molecules and
transcription factors, including NF-kB, STAT3 and STAT5 [27,28].
According to these data, we hypothesized that 13c is able to affect
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constitutively activated signaling pathways leading to cancer pro- suggested that STAT TFs were potentially impacted by 13c treat-
motion. By establishing a network linking kinases with less than ment through related kinases.

50% residual activity to transcription factors (TF), we found that Constitutive activation of STAT family of TFs has been linked to
the STAT family of transcription factors (STAT1, 3, 5a and 5b) tumor development and is now widely recognized as a cancer-pro-
displayed the largest number of connections with kinases. This moting factor. A couple of oncogenes including kinases, such as Src,
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Fig. 5. 13c prevents cell proliferation and induces apoptosis. HEL cells were treated with or without 50 uM 13c for indicated times. (A) HEL cell death was evaluated by
Trypan blue staining and numeration at 24, 48 and 72 h. (B) Cell cycle analysis was performed by propidium iodide staining and cytometry. (C) Cells were treated with or
without different concentrations of 13c for 24 or 72 h. Graph represents the percentage of apoptotic HEL, A549, MEG-01 and K562 cells according to the time of treatment and
13c concentration. Cytotoxicity of 13c at 50uM on healthy cells was estimated by Trypan blue staining of PBMCs. Results are presented as the average + standard deviation of
at least three independent experiments. (D) MEG-01 and HEL cells were treated with or without 50 pM 13c. Total mRNA was extracted after 24 h or 72 h of MEG-01 and HEL
cells treatment and mRNA expression of c-Myc and Mcl-1 genes was analyzed by Real Time PCR. Results are expressed as to the average + standard deviation of at least three
independent experiments. Western Blot analysis of c-Myc and Mcl-1 proteins were performed on MEG-01 and HEL whole cell lysates after 24 and 72 h of treatment. (E) HEL
and MEG-01 cells were treated with or without 50 uM of 13c for 24 h and 72 h. Western blot analysis of caspases 3, 7, 8, 9 and PARP proteins were performed on the whole
HEL and MEG-01 cells extracts. Treatment of U937 cells with 100 pM etoposide was used as a positive control for pro-caspases (pro-casp) cleavage and PARP. In all
experiments the level of B-actin protein was used as loading controls. Results are representative of three independent experiments. *P 0.01 < P < 0.05 and **P < 0.01 versus
control group.



38 A. Trécul et al./Cancer Letters 340 (2013) 30-42
C 70 1
90 5 ok
60 - g 80 1
&
S 501 70
51 60
= 40 -
°©
50 4
B - nC
g 301 401 B 13c50uM
*k q *k
201 30
* 20 -
10 4 oo * 10 -
0 - 0 4
C  13cl 13¢10 13¢50 C  13cl 13cl0 13¢50 Stic A549 MEG-01 K562
24h 72h
HEL
ﬁ *% sk
100 - |_|
o 80 -
S
N’
£ 60
- mC
% B 13¢50pM
= 40 4 cS0p
S
24 * 0.01<p<0.05
w% p<0.01
0 -
Oh 24h 48h 72h
PBMCs

Fig. 5 (continued)

JAK, Bcr-Abl and PI3K [4,5] are able to phosphorylate and conse-
quently activate STAT transcription factors.

To study the ability of 13c to inhibit constitutive kinases-med-
iated cell-signaling pathways, we used cellular models displaying
constitutive activity of onco-kinases as well as constitutive expres-
sion of P-STAT. The acute myeloid leukemia (AML) HEL cell line
exhibits the mutated JAK2V617F and constitutive P-STAT3, while
the chronic myeloid leukemia CML K562 and MEG-01 cells express
the fusion protein kinase Bcr—Abl and constitutive P-STAT5. Exper-
imental results showed that 13c at 50 uM inhibited phosphoryla-
tion of tyrosine residues of JAK2, Src, PI3K, AKT and ERK kinases,
as well as P-STAT3 and P-STAT5. Our results suggested that 13c
inhibits tyrosine kinase activities in agreement with the in vitro ki-
nase screen. Since the inhibition of serine phosphorylation of
STAT3-S727 was only partial and delayed in HEL cells, the effect
of 13c seems to discriminate tyrosine phosphorylation. Indeed,
inhibition of P-STAT3-Y705 and P-JAK2-Y1007/1008 occurred as
soon as 6 h and was total after 72 h of 13c 50 uM treatment as
for tyrosine residues in P-Src, P-PI3K and P-ERK. Nevertheless, P-
AKT-S473 was inhibited after 72 h of 13c treatment. Concerning
the potential mechanism of action of 13c, the inhibition of phos-
phatases by orthovanadate (OV) showed that 13c-mediated inhibi-
tion of P-STAT3 was independent of phosphatases activation.
Moreover, the analysis of reactive oxygen species (ROS) activation
in K562 and HEL cells showed that 13c was not able to induce ROS
in these cells after 2,4 and 6 h of 13c treatment (Fig. S3) [29], when
P-STAT3 is inhibited. These data were in agreement with an inhib-
itory effect of 13c on P-STAT3 through the inhibition of upstream
kinases.

However, the inhibitory activity of 13c on tyrosine phosphory-
lation is not a general effect since phosphorylation of two tyrosine
residues within the oncoprotein Brc-Abl were not inhibited. Inter-
estingly, some kinase catalytic activities were not negatively af-
fected in the in vitro kinase assays, including AKT activity
whereas its phosphorylation was inhibited in HEL cells. In this spe-
cific case, inhibition of P-AKT-S473 is likely a secondary effect
resulting from primary inactivation of upstream kinases including
the serine/threonine PI3K since phosphorylation/activation of p85
regulatory subunit was inhibited by 13c. Besides, it was also re-
ported that Notch signaling induces activation of STAT3 in the
self-renewal phase of CD34" hematopoietic cells through the
JAK1/PI3K/AKT pathway [12], suggesting a role for PI3K/AKT in
STAT3 activation. Similarly P-STAT3-Y705 inhibition should result
from upstream inhibition of kinases JAK2 and Src, since P-JAK2
and P-STAT3 were inhibited at the same concentration (50 M
13c) as soon as 6 h in HEL cells. Indeed, constitutive STAT activa-
tion generally results from the permanent activation of oncogenic
tyrosine kinases [4,5]. JAK2V617F mutation triggers constitutive
expression of P-STAT3-Y705 and resistance to pro-apoptotic stim-
uli [30]. Y1007/1008 residues are located in the catalytic pocket of
JAK2 and the Y221 residue is involved in the enzymatic activity of
the protein [31]. As phosphorylation is critical for JAK2 activity,
13c-mediated inhibition of these Y-residues consequently leads
to inactivation of substrates including STAT. Inhibition of JAK2
could not be substituted by P-Src which was also inhibited by
13c. Moreover, the down-regulation of Bcr-Abl in MEG-01 and
K562 cells was correlated to inhibition of constitutive P-STAT5 as
well as P-ERK in these cells. Bcr-Abl activates the extra cellular sig-
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Fig. 5 (continued)

nal-regulated kinase (ERK)1/2 translocation to the nucleus through
the Ras/Raf/MEK/ERK signaling pathway leading to the phosphory-
lation of many proteins involved in cell proliferation such as STAT
factors and c-myc. Quantification of immuno-blots showed that
Bcr-Abl expression was decreased after 24 h of 13c 50 uM treat-
ment in K562 and MEG-01 cells. Conversely, apparent inhibition
of Y245 and Y412 phosphorylation was concomitant with Bcr-
Abl down-regulation. This suggested that 13c does not affect cata-
lytic activity of the tyrosine kinase since Y245 and Y412 residues
are involved in Abl kinase activity [32,33]. These results show that
13c is not able to inhibit Y-residue phosphorylation in all proteins.
However, it is able to down-regulate the onco-kinase Bcr-Abl,
since proteasomal degradation is not involved and the expression
of the chaperone protein HSP90 was not affected (data not shown)
[34]. Bcr-Abl inhibitor Imatinib blocks kinase activity through
competition with ATP [35] while HSP90 inhibitors such as geldana-
mycin or radicicol lead to Bcr-Abl degradation [36,37]. The mech-
anism by which 13c inhibits Bcr-Abl expression has not been
described yet but seems different from these inhibitors. Regarding
results related to proteasomal degradation, Y-residues phosphory-

lation in Bcr-Abl protein as well as HSP90 expression, it is likely
that 13c down-regulates Bcr-Abl at the transcriptional level.

Permanent activation of STAT leads to oncogenesis through the
upregulation of target genes such as cyclin D1/D2, c-Myc, Bcl-xL
and Mcl-1 among others contributing to the activation of cell cycle
and inhibition of apoptosis [5,6]. Inhibition of STAT phosphoryla-
tion by 13c led to the absence of P-STAT in the nucleus as shown
for STAT3 in HEL cells, suggesting that 13c affects STAT transcrip-
tional activities. This was assessed by real-time PCR analyses of c-
Myc and Mcl-1 gene expression.

Nevertheless, c-Myc protein expression was decreased in MEG-
01 cells after 24 h of treatment while mRNA expression was not
inhibited at this time. Results showed that 13c induced a decrease
in c-Myc expression due to proteasome-dependent degradation
(Fig. S1). This was in agreement with Bcr-Abl downregulation as
c-Myc can be activated directly by ABL SH2 region [38] but also
by Bcr-Abl/P-ERK pathway [39]. Moreover, dephosphorylation of
c-Myc triggers its destabilization through degradation by the pro-
teasome [40]. Bcl-2 protein expression was partially inhibited after
72 hin correlation with the low inhibitory effect on P-STAT3 S727.
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Bcl-2 gene has been identified as regulated by STAT3 involving
S727 phosphorylation [41].

Inhibition of constitutive P-STAT was in agreement, on one side
with down-regulation of these genes and, on the other side, to the
pro-apoptotic effect of 13c in cells expressing constitutive STAT3 or
STATS. Interestingly, 13c was not able to induce apoptosis in the
lung carcinoma A549 cell line, which does not express constitutive
P-STAT3 and STAT5 (data not shown). This suggested that 13c-
mediated apoptosis is dependent on P-STAT inhibition and occurs
through inhibition of anti-apoptotic stimuli. Nevertheless, the spe-
cific inhibitor of P-STAT3 Stattic, did not inhibit Mcl1 nor c-myc
expression, suggesting that 13c affects gene expression not only
through P-STAT inhibition but potentially through other TF includ-

ing NF-kB. However, Stattic inhibitory effect on P-STAT3 was less
efficient than 13c, which could consequently have a lower effect
on STAT3 target genes. Analyses of NF-kB expression in HEL and
MEG-01 cells by western blot and Luciferase assays showed that
this transcription factor, which also regulates these genes, was
not constitutively activated in these cells. This evidenced that
13c cannot exert its inhibitory effect through NF-xB activity.

13c was also able to inhibit IL6- and INFy-mediated expression
of P-STAT3 in A549 and K562 cells respectively. This suggested that
13c could also prevent cytokine-mediated activation of STAT in
cancer cells with pathological overexpression of cytokines and/or
deregulation of receptors that play critical roles. In this regard, lep-
tin activates JAK2/STAT3 signaling pathway among others in
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various cancers [42] and IL6 and TNFalpha signaling pathways lead
to TNFR2 overexpression via STAT3 activation in colon cancer cells
[43].

Besides the pro-apoptotic activity of this polyphenol, results
support the hypothesis that P-STAT3 and P-STATS5 inactivation rep-
resents a likely therapeutic target when constitutively active in
cancer cells such as in JAK2V617F and Bcr-Abl positive cells. More-
over, inhibiting activated kinases in cancer patients has proved its
efficiency since several years with Bcr-Abl inhibitors (Imatinib,
Dasatinib), whereas appearance of resistance to these drugs con-
strain to the development of new molecules exhibiting different
mechanisms of action. However, new promising and approved
molecules also inhibit Bcr-Abl mainly through ATP competition
[44]. JAK inhibitors were also recently approved such as the selec-
tive inhibitor of JAK1/2 ruxolitinib (Jakafi) as well as the pan-JAK
inhibitor tofacitinib (Xeljanz) among others [45,46]. The polyphe-
nol 13c or derivatives could represent good candidates as kinase
inhibitors. In addition, 13c showed a significant in vivo anticancer
activity in the aggressive B16F10 lung pseudometastatic mouse
model [3] indicating a wide spectrum of action for this polyphenol
compound. Altogether, results argue in favor of the future use of
13c and tri-vanillate derivatives in anticancer clinical trials.
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Abstract Signal transducers and activators of transcription
(STAT) proteins were described as a family of latent cyto-
solic transcription factors whose activation is dependent on
phosphorylation via growth factor- and cytokine-membrane
receptors including interferon and interleukin, or by non-
receptor intracellular tyrosine kinases, including Src. A vast
majority of natural substances are capable of modulating
mitogenic signals, cell survival, apoptosis, cell cycle regu-
lation, angiogenesis as well as processes involved in
metastasis development. The inhibition of STAT3 phos-
phorylation by natural and dietary compounds leads to
decreased protein expression of STAT3 targets essentially
involved in regulation of the cell cycle and apoptotic cell
death. This review details the cell signaling pathways
involving STAT transcription factors as well as the corre-
sponding compounds from nature able to interfere with this
regulatory system in human cancer.

Keywords Cancer - Inhibitors - STAT3

The family of STAT transcription factors
Structure and function

STAT (signal transducers and activators of transcription)
proteins were originally described as a family of cyto-
plasmic transcription factors. In mammals, seven members
of this family, each consisting of 750-900 amino acids,
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Laboratoire de Biologie Moléculaire et Cellulaire du Cancer,
Fondation de Recherche Cancer et Sang, Hopital Kirchberg,
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have been identified: STAT1, STAT2, STAT3, STAT4,
STAT5a, STATSb and STAT6. These transcription factors
act as dimers (homo- or hetero-dimers), and their activation
is dependent on their phosphorylation or via membrane
receptors stimulated by either extracellular factors,
including interferon (IFN) and interleukin (IL-6), or by
intracellular kinases independent of receptors, including
Src. Activation of STATs is usually transient and highly
regulated. STAT proteins contain seven conserved struc-
tural and functional domains (Fig. 1a) (Schindler and
Plumlee 2008).

First, the amino terminal NH, domain is involved in the
dimerization of STAT proteins and in the stabilization of
the interaction established between these dimers and DNA
response elements (Braunstein et al. 2003; Mertens et al.
2006). The coiled-coil domain is responsible for control-
ling the process of import and export of proteins into and
from the nucleus (Schindler et al. 2007). The domain that
binds DNA, or the DBD (DNA binding domain), is
involved in the physical interaction with STAT3-response
elements in the promoters of target genes. With the
exception of STAT2, all activated STAT homodimers bind
directly to a palindromic sequence, the GAS (IFN-gamma-
activated site), TTTCCNGGAAA (Becker et al. 1998). The
“linker” domain localizes the active dimer to the DNA
binding site. The transcriptional activation domain (TAD)
contains sites of phosphorylation of serine residues that
allow the recruitment of coactivators such as RNA poly-
merase II, histone acetyltransferase (HAT) (Paulson et al.
2002), histone deacetylase (HDAC) (Rascle et al. 2003)
and chromatin modification complexes.

Finally, two sites are particularly critical for the activity
of STAT. These are the SH2 domain (Src homology 2,
amino acids 575-680), which is linked to the DBD by the
linker domain, and a conserved tyrosine close to residue
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Fig. 1 a Schematic representation of the structural domains of STAT
proteins, adapted from (Liu et al. 2002). The STAT protein contains
an N-terminal domain (ND) responsible for stabilizing the binding of
STAT dimers to DNA. The “coiled-coil” domain (CCD) is involved
in interactions with other proteins. The DNA binding domain (DBD)
allows physical contact with the STAT response elements in the
promoter of target genes. The linker domain connects the DBD to the
“Src homology 2 domain (SH2) and is important in the dimerization
of STAT proteins. A tyrosine residue (Y) in the TAD domain is
phosphorylated and interacts with the SH2 domain of another
monomer. The C-terminal TAD area is responsible for the

700. The SH2 domain is highly conserved and allows for
the recruitment of specific STAT proteins to the intracel-
lular chains of membrane receptors and participates in the
formation of active dimers from STAT monomers. The
tyrosine residue close to position 700 in the inactive STAT
monomer is phosphorylated by protein kinases of the Janus
family kinases (JAK) associated with specific membrane
receptors that promote the recruitment of this monomer.
Interaction with STAT results from the stimulation of
membrane receptors following an extracellular signal that
is transduced by cytokines, growth factors and other
polypeptide ligands.

The JAK/STAT signaling pathway

The interaction between ligands and specific receptors,
which are associated with JAK proteins, triggers receptor
dimerization. This dimerization is followed by transphos-
phorylation, which is required for the activation of JAK
proteins. Receptors associated with the JAK/STAT sig-
naling pathway are class I (hematopoietin) and class II
(interferon) cytokine receptors. These receptors have a
transmembrane domain, and their extracellular region
binds the ligand (cytokine), whereas their intracellular
domain is used for the interaction with JAK and STAT.
The JAK/STAT signaling pathway is highly conserved
during evolution. It was first identified in vertebrates,
where this signal transduction pathway was found to be
activated by cytokines.

JAK proteins belong to a family of intracellular tyrosine
kinases with a molecular weight of 120-140 kDa. In
mammals, this family of proteins is composed of four
members: JAKI1, JAK2 and Tyk2, which are widely
expressed in a variety of different cell types, and JAK3,

@ Springer

transcriptional activation of target genes. Areas in purple represent
the different sites of action of specific inhibitors of STAT3 that have
been recently identified. b Schematic representation of the structural
domains of JAK proteins, adapted from Braunstein et al. (2003). The
N-terminal region of the JAK protein contains the JH3-JH7 domains
(shown in purple) that are involved in protein binding with the
receptor. Next, the JH2 domain (shown in blue) corresponds to the
domain pseudokinase necessary to regulate the catalytic activity of
JH1. The JH1 domain is found in the C-terminal and contains the
kinase activity. This domain contains two tyrosines that play an
important role in protein kinase activity

which is mainly found in hematopoietic cells. JAK was first
identified in 1989 and was termed Just Another Kinase.
Later, this protein was renamed Janus Kinase (JAK), after
the Roman god, because it has a kinase domain and a
“kinase-like” domain that regulates the kinase domain
(Pellegrini and Dusanter-Fourt 1997).

These proteins possess various domains, as shown in
Fig. 1b. The C-terminus of the protein, JAK homology
domain JH1 for domain 1, carries the kinase activity. This
domain is structured as a loop involving two tyrosines that
play a very important role in regulating kinase activity. For
example, for JAK2, tyrosine residues 1007 and 1008 are
phosphorylated. A single mutation of tyrosine 1007 sup-
presses the tyrosine kinase activity of JAK?2 (Heinrich et al.
1998). The JH2 kinase-like domain precedes the JHI
domain. This domain may affect kinase activity, but there
is no clear explanation found in the literature. Within the
N-terminus of the protein, the 5 domains ranging from JH3
to JH7 are involved in the interaction with the receptor.
These domains contain conserved sequences found in
various JAK proteins (Pellegrini and Dusanter-Fourt 1997).

JAK proteins phosphorylate the cytoplasmic domain of
the receptor at tyrosine residues (Fig. 2). These phosphor-
ylated residues are important in recognizing the monomeric
and cytoplasmic STATs. STAT proteins are recruited to the
phosphorylated tyrosine receptor via their SH2 domain and
are then phosphorylated by JAK at tyrosine 705; then, the
phosphorylated STAT monomers dimerize. The interaction
between the two monomers is established by an interaction
between the SH2 domains and phosphorylated tyrosines.
The dimer is then imported into the nucleus by importins
(Benekli et al. 2009). In the nucleus, active STAT will bind
to specific regulatory elements (GAS) within regulatory
promoter sequences of target genes. JAK proteins can then
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Fig. 2 The JAK/STAT signaling pathway. Ligand binding to the
membrane receptor leads to receptor dimerization (/) and activation
of associated JAK proteins (2). JAK phosphorylates the receptor (3)
to recruit and phosphorylate cytoplasmic STAT factors (4). Phos-
phorylation of STAT factors leading to their dimerization (5). As a

activate the transcription factor STAT, but it is possible that
other proteins may also activate this factor. For example,
the protein tyrosine kinase Src may cause dimerization of
the transcription factor STAT also resulting in the activation
of selected target genes (Darnell 1997).

Involvement of STAT3 in cancer

The STAT family of transcription factors plays an impor-
tant role in many cellular events, including differentiation,
proliferation, inflammation and the immune response. In
fact, disruption of the mechanism leading to constitutive
activation of STAT is considered to be a cancer-promoting
factor (Benekli et al. 2003).

Constitutive activation of STAT is associated with
malignant transformation induced by various oncoproteins
that are tyrosine kinases, such as Src (sarcoma viral
oncogene homolog), Ber-Abl (breakpoint cluster region-
Abelson) or EGFR (epidermal growth factor receptor)
(Ilaria and Van Etten 1996; Ozawa et al. 2008). The target
genes of STATS, such as cyclins D1/D2, Myc, Bcl-xL and
Mcl-1 among others, appear to contribute to oncogenesis
by activating cell cycle and inhibiting apoptosis (Epling-
Burnette et al. 2001; Ozawa et al. 2008). The constitutive
activation of these transcription factors indeed generates a
deregulation of growth and cell survival, invasion of tumor

dimer, STAT will be translocated into the nucleus (6) to specifically
bind to DNA at the GAS (IFN-gamma-activated site). The STATE
dimer activates the transcription of its target genes (7). This figure
presents STAT3 and its target genes in the nucleus as an example

cells and thus the formation of metastasis, an increase in
angiogenesis and suppression of immune surveillance of the
tumor. STAT3 transcription factor is frequently activated in
cell lines and leukemic blasts of patients with acute lym-
phoblastic leukemia (ALL) or acute myeloid leukemia
(AML) (Spiekermann et al. 2001). Moreover, STAT3 has
also been involved in a wide range of cancer types including
multiple myelomas (MM), cutaneous T-cell lymphomas
(CTCL), hepatocellular carcinomas (HCC), cholangiocar-
cinomas (CCA), as well as prostate and pancreatic cancers.

Genetic and biochemical studies have highlighted the
key role of STAT3 in signal transduction induced by
cytokines, including IL-6, IL-10 and IFN. Knockout mice
for STAT3 exhibit early embryonic mortality consistent
with its multiple activities, and STAT3 gene extinction in
specific tissues has been associated with an inflammatory
response, developmental abnormalities and decreased
oncogenic potential. Instead, hyperactivation of STAT3
has been associated with immunosuppression and cellular
transformation. Compared to healthy cells, where STAT
activation is highly regulated, some solid tumor and
hematological cancers maintain constitutive activity of
STAT3 protein phosphorylation. Accordingly, a clear link
between the aberrant activation of STAT3 and tumor for-
mation has been depicted in the literature. Indeed, it was
shown that constitutively active STAT3 could cause the
inhibition of tumor suppressive activity of p53 by binding
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to the p53 promoter (Niu et al. 2005). In addition, recent
studies have shown that activation of the STAT3 gene
leads to the overexpression of AKT, a key target of phos-
phatidylinositol 3-kinase (PI3K) that is constitutively
activated in acute myeloid leukemia (AML). PI3K regu-
lates cell survival and resistance to chemotherapy via
pathways that involve mitogen-activated protein kinase
(MAPK) as well as transcription factors NF-kB and p53
(Grandage et al. 2005). STAT3 is mainly phosphorylated
by JAK2 in combination with a membrane receptor stim-
ulated by a cytokine.

In leukemia, the JAK?2 kinase presents a Valine
617 — phenylalanine (V617F) mutation in the JH2 kinase-
like domain. This mutation confers either hypersensitivity
or independence to hematopoietic cytokines. Moreover,
abnormal proliferation and survival of stem cells is affected
by this mutation. In 50% of cases of acute myeloid leukemia
(AML), STAT3 is constitutively active and this activation
leads to many cellular processes, such as cell resistance to
apoptosis (Zhao et al. 2011). Moreover, the survival of
patients without constitutive phosphorylation of STAT3 has
significantly increased. According to Staerk et al. (2007), the
V617F mutation suppresses the inhibitory function of the
JH2 pseudokinase domain over the kinase domain (JH1).
Concerning this mutation, two assumptions were made. The
first assumption was that mutant JAK2 could interact nor-
mally with the receptor and the complex formed between the
receptor and JAK2 V617F entity would be considered to be
constitutively active. The second was that the V617F
mutation could trigger pathological activation, thereby
causing persistent phosphorylation of JAK2 V617F tyrosine
at 1007, or at one or more of the 49 known tyrosines within
the primary sequence of JAK2. The human erythroleukemia
cell line HEL presents the V617F mutation within the JAK2
gene and represents an interesting model to study this
mutation and the cellular dysfunctions that it generates. This
cell line was established from cells collected in the pleural
fluid of a 30-year-old patient suffering from acute myeloid
leukemia (AML) (Martin and Papayannopoulou 1982).

Multiple myeloma (MM) is a clonal B-cell neoplasm
characterized by an accumulation of neoplastic plasma
cells that leads to reduced patient survival (Damber and
Aus 2008). As for many types of leukemia, STAT3 is
considered to be one of the main factors involved in the
pathogenesis and chemoresistance of MM, therefore
resulting in a high mortality rate. Indeed, MM cells have
been shown to express constitutive activated STAT3 in
correlation with the overexpression of the anti-apoptotic
proteins Bcl-x; (Catlett-Falcone et al. 1999; Grad et al.
2000; Tu et al. 1998) and Bcl-2 (Pettersson et al. 1992). On
the other hand, recent studies have revealed a key role for
chronic inflammation in the different stages of prostate
cancer progression (Bhutani et al. 2007). Indeed, prostate
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cancer proliferation, survival, invasion, metastasis and
angiogenesis are linked to the NF-xkB, STAT3, AKT and
COX-2 signaling pathways (Chan et al. 2010; Shanmugam
et al. 2011b). However, NF-xB and STAT3 have been
particularly implicated in cell survival, metastasis and
angiogenesis of prostate tumors (Gojo et al. 2002). More-
over, STAT3 is often constitutively activated in hepato-
cellular carcinoma (HCC) (Liu et al. 2002; Niwa et al.
2005) where it induces cell growth and inhibits apoptosis.
Interestingly, a clear link between hepatitis C virus (HCV),
STAT3 activation and HCC development has been repor-
ted (Waris and Siddiqui 2005; Yoshida et al. 2002). As
described by many studies, STAT3 represents a good
candidate as a target in HCC patients for therapeutic agents
including natural compounds (Li et al. 2010; Rajendran
et al. 2011a, b; Tan et al. 2010).

Inhibition of STAT
Introduction

To reduce the aberrant activation of STAT proteins, there
are several treatment strategies that target these proteins. In
particular, it is possible to inhibit specific membrane
receptors, tyrosine kinases, mRNAs and proteins that
activate STAT. For several years, synthetic compounds
inhibited STAT factors by various molecular mechanisms.
These inhibitors block the translocation step of the active
dimer from the cytoplasm to the nucleus and act at the
point where the dimer binds to DNA. Many naturally
occurring substances have also appeared in the list of
molecules that are potentially active antitumor agents
through specific inhibition of STAT.

Constitutive expression of activated STAT factors leads
to tumor promotion; therefore, specific inhibition of these
mechanisms should preferentially target cancer cells with-
out affecting other cells. Therapeutic strategies considered
for the treatment of leukemia and non-hematological can-
cers (Jing and Tweardy 2005) would specifically target
activation of STAT factors, such as the inhibition of trans-
membrane receptors and associated downstream signaling,
or more directly STAT activity. A specific antibody, ritux-
imab, could inhibit the CD20 transmembrane antigen
expressed by B cells in non-Hodgkin lymphoma -cells,
leading to the inhibition of constitutive STAT3 phosphory-
lation (Alas and Bonavida 2001). These results demonstrate
the relevance of a strategy to inhibit STATSs via membrane
receptors.

The inhibition of tyrosine kinases that are associated
with receptors by specific inhibitors has been particularly
studied in recent years. The inactivation of JAK2 by the
tyrphostin  AG490 is an example of the potential
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effectiveness of such a treatment to suppress constitutive
STAT?3 phosphorylation. Indeed, this molecule leads to the
arrest of leukemic cell proliferation in vitro and in vivo
(Meydan et al. 1996), and apoptosis of U266 myeloma
cells (Jing and Tweardy 2005). Another tyrosine kinase
inhibitor already in clinical use in the treatment of Ber-Abl
positive leukemia, imatinib, has been shown to have an
inhibitory effect on the expression of the anti-apoptotic
gene, Bcl-xL, which is a target gene of STATS (Horita
et al. 2000). In addition, targeting very specific STAT
factors can be achieved through the use of competitor
peptides to prevent formation of STAT dimers (Turkson
et al. 2001). Other strategies that use highly selective
inhibitors of STAT mRNA include single-strand oligonu-
cleotides or siRNA (small interfering RNA) (Lee et al.
2004).

Inducing in vitro growth arrest of tumor cells and apop-
tosis as well as tumor regression in vivo by inhibition of the
constitutive activity of STAT3 is then conceivable by phar-
macological or genetic approaches. Selected examples of
STATS3 inhibitors are listed in Table 1 (Yue and Turkson
2009). Some molecules will directly target the SH2 domain
of the protein to prevent dimer formation and thus the for-
mation of active STAT3. For example, a non-peptide small
molecule called Stattic selectively inhibits STAT3 by
directly binding to the SH2 domain (Schust et al. 2006). The
SH2 domain of STAT3 is indeed critical for the activation of
STAT3 and its translocation to the nucleus. Therefore,
Stattic has a selective inhibitory effect on activation,
dimerization and translocation to the nucleus, while also
increasing induction of apoptosis.

Other inhibitors, including CPA-1, CPA-7 (Turkson
et al. 2004) or IS3 295 (Turkson et al. 2005), act at the level
of the DBD domain responsible for binding of STAT3 to
DNA. They block the transcriptional activation of STAT3
target genes. Inhibitors that inhibit the transcriptional
activity of STAT3 without affecting phosphorylation may
also target the N-terminus. In addition, the use of siRNA
and antisense RNA induced apoptosis of tumor cells and
tumor regression (Lee et al. 2004). Other strategies inhibit
steps upstream of the activation of STAT3. For example, it
is possible to use inhibitors of tyrosine kinase to prevent
phosphorylation of STATS3.

Natural STAT3 inhibitors and cancer

A vast majority of natural substances are capable of
modulating mitogenic signals, cell survival, apoptosis, cell
cycle regulation, angiogenesis as well as processes
involved in metastasis development. In addition, many
natural compounds have been studied in order to elucidate
their roles in the signaling pathways implicated in cancer.
The chemical structures of the natural compounds with

inhibitory activity on STATS3 cited in this review (in italics)
are presented in the Fig. 3. Studies have shown that the
natural compound, cryptotanshinone (Shin et al. 2009), is
able to inhibit the rapid phosphorylation of tyrosine 705 in
STAT3 and thereby blocks the growth of prostate cancer-
derived cells. The inhibition of STAT3 phosphorylation
leads to decreased protein expression of STAT3 targets,
including cyclin D1, which regulates the cell cycle, survi-
vin, which is responsible for the inhibition of caspase
activation, or the anti-apoptotic protein Bcl-xL, which
belongs to the Bcl2 protein family and is involved in the
survival of cancer cells. This natural compound may also
bind directly to STAT3 molecules at the SH2 domain-level
to block the formation of STAT dimers. Likewise, capsa-
icin (trans-8-methyl-N-vanillyl-6-nonenamide), one of
principal ingredients of chili from the plant Capsicum
(Solanaceae), can suppress carcinogenesis of the skin,
colon, lung, tongue and prostate. Bhutani et al. demon-
strated the mechanisms of inhibition of STAT3 in multiple
myeloma cells. According to these studies, capsaicin is
able to block both the inducible and the constitutive acti-
vation of STAT3; this effect is correlated with downregu-
lation of the expression of the genes involved in cell
survival, proliferation and angiogenesis (Bhutani et al.
2007). Furthermore, the inhibition of STAT3 activation can
significantly reduce the pool of nuclear STAT3. This work
also showed that capsaicin is able to suppress the dose-
dependent binding activity of STAT3 to DNA and that this
compound may also inhibit the constitutive activation of
several kinases, such as JAKI, c-Src and ERK.

Multiple myeloma

Many chemotherapeutic drugs have been used for many
years to treat MM patients with variable efficiencies; these
drugs include melphalan, prednisone, alkylating agents,
Vinca alkaloids and more recently, thalidomide and its
derivatives as well as the proteasome inhibitor bortezomib.
Moreover, patients frequently develop resistance to these
treatments (Dimopoulos et al. 2003).

STAT3 is considered to be one of the main factors
involved in the pathogenesis and chemoresistance of MM,
therefore resulting in a high mortality rate. Besides its
effect on STAT proteins in leukemia cells, curcumin was
also reported to be a reversible inhibitor of constitutive
STAT3, but not STATS phosphorylation, in human MM
cells (Bharti et al. 2003). This was correlated with the
inhibition of STAT3 nuclear translocation in MM cells.
Despite its structural similarities with the STAT3 inhibitor
AG490, curcumin was shown to be more efficient as a
STAT3 inhibitor in the U266 cell line (Meydan et al.
1996). On the other hand, the triterpene celastrol, a natural
compound from a Chinese herbal product, has been studied
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Table 1 Inhibitors of STAT3 synthesis, their targets, mode of inhibition and cellular effects, adapted from Yue and Turkson 2009)

Inhibitor Target site Mode of inhibition Cellular effects References
of STAT3 function
PY*LKTK domain SH2 Dimerization | Malignant cell growth Turkson et al. (2001)
and transformation
Y*LPQTV domain SH2 Dimerization ND Ren et al. (2003)
SS610 domain SH2 Dimerization | Malignant cell growth Turkson et al. (2004)
and transformation

1 Apoptosis

S31-M2001 domain SH2 Dimerization | Malignant cell growth Siddiquee et al. (2007)
1 Apoptosis, | Migration

STA-21 domain SH2 Dimerization T Apoptosis Song et al. (2005)

S31-201 domain SH2 Dimerization | Cell growth Siddiquee et al. (2007)
T Apoptosis

Stattic domain SH2 Phosphorylation 1 Apoptosis Schust et al. (2006)

Catechol-containing domain DBD DNA-binding ND Hao et al. (2008)

compounds

IS3 295 domain DBD DNA-binding | Cell growth Turkson et al. (2005)
1 Apoptosis

CPA-1, CPA-7 domain DBD DNA-binding | Cell growth Turkson et al. (2004)
T Apoptosis

Galiellalactone domain DBD DNA-binding | Cell growth Weidler et al. (2000)
T Apoptosis

Peptide aptamers domain DBD DNA-binding | Cell growth Nagel-Wolfrum et al. (2004)
T Apoptosis

Decoy ODN domain DBD Compete against endogenous | Cell growth Leong et al. (2003)

DNA cis element 1 Apoptosis

G-quartet ODN domain SH2 Phosphorylation | Cell growth Jing et al. (2006)
1 Apoptosis

Peptides ND Transcriptional activity | Cell growth Timofeeva et al. (2007)
T Apoptosis

JSI-124 & derivatives JAK? Phosphorylation | Cell growth Blaskovich et al. (2003)
1 Apoptosis, | invasiveness

Withacnistin JAK? Phosphorylation | Proliferation, T apoptosis Sun et al. (2005)

1 increase, | decrease

as an antiproliferative molecule of MM cells. Celastrol has
various molecular targets, and its ability to modulate the
expression of numerous proteins related to a wide range of
cellular activities including pro-inflammatory cytokines,
adhesion molecules, proteasome activity, topoisomerase II,
potassium channels and heat shock response has been
reported (Kannaiyan et al. 2011a). Kannaiyan et al. (2011b)
reported that proliferation of MM cell lines was inhibited
by celastrol in correlation with the inhibition of constitu-
tive and induced activation of STAT3. The effect of cel-
astrol occurred in cells both sensitive and resistant to
bortezomib. Furthermore, it enhanced bortezomib- and
thalidomide-mediated apoptosis in MM cells, concomi-
tantly in order to downregulate STAT3 target genes,
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including cyclin D1, Bcl-2, Bel-xL, survivin, XIAP and
Mcl-1. According to these results, the authors suggested
that celastrol could potentially be used in the treatment of
MM and other hematological malignancies (Fig. 4).
Acetyl-11-ketoh-boswellic acid (AKBA), another natural
triterpenoid, is isolated from the Indian frankincense
Boswellia serrata and exhibits anti-inflammatory and
anticancer activities. AKBA was reported to be an inhibitor
of both constitutive and inducible STAT3 activation
through the induction of the Src homology region 2
domain—containing phosphatase 1 (SHP-1). This effect
correlated with an inhibitory activity on JAK and c-Src.
Regarding the effect of this molecule, a downregulation
of STAT3 target genes was expected, resulting in the
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suppression of proliferation and induction of apoptosis in
MM cells. However, besides its effect on MM cells, AKBA
was also shown to suppress the growth of glioma, colon
cancer, prostate and leukemic cells. These effects on
multiple cancer targets can occur through the inhibition of
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the extracellular signal regulated kinase 1 and 2 (ERK1/2)
phosphorylation, NF-xB pathway inhibition via IxB kinase
(IKK) as well as topoisomerase I inhibition (Glaser et al.
1999; Hoernlein et al. 1999; Liu et al. 2002; Park et al.
2002; Shao et al. 1998; Syrovets et al. 2005). These
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Fig. 4 JAK/STAT signaling pathway targeted by different inhibitors.
These inhibitors target the following points in the JAK/STAT signaling
pathway: constitutive activation of JAK2, STAT3 phosphorylation,

observations suggest that AKBA does not specifically affect
STAT3 activity but has a wide field of action.

Similarly, the main component isolated from the
medicinal plant Nigella sativa, thymoquinone (TQ), was
shown to inhibit both constitutive and IL-6-induced STAT3
phosphorylation. Moreover, TQ potentiated the apoptotic
effects of thalidomide and bortezomib in MM cells. Besides
its inhibitory effect on STAT3-target genes, including pro-
apoptotic ones, the mechanism of action of this natural
compound has been proposed to involve the inhibition of
c-Src and JAK?2 activation as well as a protein tyrosine
phosphatase. Indeed, while 7Q induced the expression of
Src homology-2 phosphatase 2 in correlation with the
inhibition of STAT3 phosphorylation, the phosphatase
inhibitor vanadate reversed the 7Q-induced downregulation
of STAT3 activation (Li et al. 2010). Similar mechanisms
were observed in MM cells with the natural chalcone bu-
tein, which inhibited STAT3 activation by inducing
expression of the tyrosine phosphatase SHP-1. Indeed, the
deletion of the SHP-1 gene by small interfering RNA
abolished the ability of butein to inhibit STAT3 activation
(Pandey et al. 2009).
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formation of the STAT dimer and binding activity of STAT3 to DNA. In
contrast, the phosphatase SHP-1 can be activated

Atiprimod, which is an anti-inflammatory compound
that is well tolerated in patients with rheumatoid arthritis, is
among the natural products that are able to block MM cell
proliferation. Atiprimod, a cationic amphiphilic molecule
from the azaspirane family of compounds, was shown to
induce accumulation of several MM cell lines at the sub-
Go/G; phase of the cell cycle (Amit-Vazina et al. 2005).
Atiprimod inhibited the JAK/STAT pathway, leading to the
inhibition of STAT3 phosphorylation. As the constitutive
activation of STAT3 in myeloma cells results in the
upregulation of anti-apoptotic proteins, the effect of Ati-
primod on Bcl-2, Bcl-XL and Mcl-1 expression has been
assessed in MM cell lines (Catlett-Falcone et al. 1999), and
as expected, this compound was found to downregulate the
expression of these proteins. Moreover, Atiprimod inhib-
ited IL-6 production, which is involved in MM prolifera-
tion through STAT3 activation, resulting in the induction
of apoptosis in U266-B1 myeloma cells, which express
constitutively active NF-xB and STAT3. However, NF-xB
expression was also inhibited in Atiprimod-treated MM
cells, independently of STAT3, suggesting a role for NF-
kB in the mechanism of action of Atiprimod.



Genes Nutr (2012) 7:111-125

119

Interestingly, those authors confirmed the effects of
Atiprimod on myeloma colony culture assays. Fresh BM
samples obtained from five patients with newly diagnosed
MM were tested, and Atiprimod suppressed the growth of
myeloma colony-forming cells in a dose-dependent manner
(Amit-Vazina et al. 2005).

The chalcone butein induced the expression of the
tyrosine phosphatase SHP-1, and deletion of the SHP-1
gene by small interfering RNA abolished the ability of
butein to inhibit STAT3 activation, suggesting a critical
role for SHP-1 in the action of this chalcone (Pandey et al.
2009).

Cutaneous T-cell lymphoma (CTCL)

Furthermore, a study focusing on the antitumor effect of
curcumin on cutaneous T-cell lymphoma (CTCL) cell lines
and peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) from
patients has been reported (Zhang et al. 2010). Curcumin
caused more apoptosis in PBMCs from CTCL patients than
from healthy donors. At the same concentrations (5-20 pM),
curcumin induced apoptosis in a time- and dose-dependent
manner in MJ-, Hut78- and HH CTCL-derived cell lines. This
study suggested that curcumin induced apoptosis in CTCL
cells in association with the downregulation of STAT-3 and
NF-«B signaling pathways. Indeed, whatever the cell lines or
patients’ PBMCs, STAT-3 protein and mRNA expression
levels decreased after curcumin treatment. Moreover,
STAT-3 phosphorylation was inhibited and its target genes,
bcl-2 and surviving, were downregulated. In addition, cur-
cumin activated caspase-3 and induced PARP cleavage.

Hepatocellular carcinoma

Hepatocellular carcinoma (HCC) is the most common
primary liver cancer. Currently, the first-line drugs used for
HCC include doxorubicin, fluorouracil, cisplatin and
mitomycin, but most of these are non-selective cytotoxic
molecules with significant side effects. Therefore, it is very
important to identify new effective drugs. Among natural
compounds from a variety of plants, diosgenin (Li et al.
2010), fB-escin (Tan et al. 2010), butein (Rajendran et al.
2011b) and y-tocotrienol (Rajendran et al. 2011a) were
reported to inhibit proliferation and to induce apoptosis of
HCC cells concomitantly in order to downregulate various
STAT3-regulated gene products, including cyclin D1, Bcl-
2, Bcl-xL, survivin, Mcl-1 and VEGEF. These four natural
molecules inhibited constitutive and inducible activation of
STAT3 through the inhibition of c-Src, JAK1 and JAK2
activation. The pentacyclic triterpenoid f-escin was
recently found to exhibit significant antitumor effects in
human hepatocellular carcinoma both in vitro and in vivo
(Zhou et al. 2009). In addition, this effect of f-escin has

also been reported to suppress colonic aberrant crypt foci
formation in rats and to inhibit growth of colon cancer cells
(Patlolla et al. 2006). On the other hand, diosgenin and
butein were shown to inhibit P-STAT3 through the
induction of phosphatases. Diosgenin, a steroidal saponin
isolated from fenugreek, induced the expression of Src
homology 2 phosphatase 2 (SH-PTP2) in correlation with
the downregulation of constitutive STAT3 activation in
HCC cells (Li et al. 2010). As previously described in MM
cells, the butein-induced inhibition of P-STAT3 involved
SHP-1 activation (Pandey et al. 2009), whereas a phos-
phatase role for this natural chalcone has not been reported
in HCC cells. Interestingly, both diosgenin and butein
potentiated the apoptotic effects of paclitaxel and doxoru-
bicin in HCC cells. Moreover, butein inhibited the growth
of human HCC xenograft tumors in male athymic nu/nu
mice when administered intraperitoneally (Rajendran et al.
2011b). These authors suggested that these compounds are
interesting as novel blockers of the STAT3 activation
pathway with a potential role in the treatment of HCC.

Cholangiocarcinoma

Results recently reported by Prakobwong et al. (2011)
suggested that curcumin exhibits an anti-cholangiocarci-
noma (CCA) potential by suppressing various events
involved in multiple steps of carcinogenesis, including its
ability to suppress pro-inflammatory pathways. CCA is a
major health problem in southeastern Asia because it
causes the formation of highly metastatic tumors linked to
liver fluke infection and consumption of nitrosamine-con-
taminated foods.

By using animal models infected with the liver fluke
Opisthorchis viverrini and submitted to N-nitrosodimethyl-
amine administration, the authors investigated the effect of a
curcumin-supplemented diet on CCA development. Under
these conditions, there was a significant reduction in the
incidence of CCA and an increase in the survival of animals.
These observations were in correlation with the suppression
of STAT-3 activation as well as of the transcription factors
NF-«B and AP-1. Moreover, a reduction in the expression of
the pro-inflammatory proteins COX-2 and iNOS was also
observed. As expected, curcumin induced caspase activation
and poly (ADP-Ribose) polymerase (PARP) cleavage while
it suppressed the expression of STAT3 target genes,
including proteins related to cell survival (Bcl-2 and Bcl-
xL), proliferation (cyclin D1 and c-myc) and angiogenesis
(vascular endothelial growth factor, VEGF).

Prostate cancer

Recent studies have revealed a key role for chronic
inflammation in the different stages of prostate cancer
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progression (Damber and Aus 2008). Indeed, prostate can-
cer proliferation, survival, invasion, metastasis and angio-
genesis have been reported to be linked to the NF-xB,
STAT3, AKT and COX-2 signaling pathways (Grivennikov
and Karin 2010; Yu et al. 2009). However, NF-kB and
STATS3 have been particularly implicated in prostate tumor
cell survival, metastasis and angiogenesis (Li and Sethi
2010). A natural compound, the pentacyclic triterpenoid
ursolic acid (UA) (3 f-hydroxy-urs-12-en-28-oic-acid) (Liu
1995), has been reported to be a potent inhibitor of con-
stitutive and inducible STAT3 as well as NF-xB activation
in prostate cancer cells (Shanmugam et al. 2011b). The
authors also showed that UA significantly suppressed the
growth of prostate cancer xenografts in vivo while it was
previously reported to be able to inhibit tumor promotion,
metastasis, angiogenesis and proliferation of a variety of
tumor cells, including human multiple myeloma cells
(Pathak et al. 2007) melanoma cells (Manu and Kuttan
2008) and breast cancer cells (Kassi et al. 2009).

Predictive analysis using a virtual tumor cell platform that
allows for the determining of the primary target of UA in the
prostate cancer cells showed that UA mediates an increase in
the apoptotic phenotype by inhibiting STAT3 as well as
NF-«B activity. Moreover, by using human androgen-inde-
pendent DU145 and androgen-dependent LNCaP prostate
cancer cell lines, Shanmugam et al. confirmed that UA
inhibited cell proliferation and induced apoptosis in these
prostate cancer cells. These effects were correlated with the
inhibition of the canonical NF-«B signaling pathway as well
as STAT3 phosphorylation through the upstream inhibition
of JAK2 and Src activation. As expected, the effect of UA
resulted in the downregulation of genes involved in survival
and angiogenesis (Shanmugam et al. 2011b). Interestingly,
the bioavailability of UA or its metabolites in mice serum
was evaluated in this study. Results revealed that UA did not
generate any metabolites in the serum and that the concen-
tration of UA was higher than the concentration required to
reach in vitro effects. Finally, the circulating concentration
was appropriate to trigger inhibition of prostate tumor
growth in nude mice. The effects of UA were extended to
antimetastatic effects through the suppression of CXCR4
expression in prostate cancer both in vitro and in vivo
(Shanmugam et al. 2011a).

Pancreatic cancer

Regarding pancreatic cancer, the work of Sun et al. (2010)
showed that cucurbitacin E of the family of triterpenoids
isolated from plants can reduce the phosphorylation of
STAT3, leading to inhibition of cell growth, increased
expression of p53 and induction of apoptosis of cancer
cells. Indeed, p53 can arrest cell cycle progression at dif-
ferent points and induce apoptosis of cells whose growth
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has become uncontrolled. It is already known that cucur-
bitacin E has antiproliferative activity in the case of breast,
lung and prostate cancer. Earlier work by Sun et al. (2005)
had highlighted the fact that this compound acts at the level
of lung cancer cells through inhibition of cancer cell
growth and induction of apoptosis through downregulation
of phosphorylated STATS3.

Leukemia

In the case of chronic myeloid leukemia, cucurbitacin B
from herbaceous plants, belonging to the Cucurbitaceae
family, is able to suppress the activation of STAT3. On the
basis of the work by Chan et al. (2010), this natural com-
pound can suppress activation of STAT3, resulting in
inhibition of cell growth. This phenomenon can be
explained by cell cycle arrest or induction of apoptosis.
Also in the case of chronic myeloid leukemia, the work of
Blasius et al. (2006) showed that curcumin, which is the
main pigment derived from the roots of Curcuma longa,
also known as turmeric, may inhibit the transcription factor
STAT3. This work led to the fact that curcumin is capable
of reducing the expression of STAT3 target genes, such as
JAK?2, v-src, a viral oncogene or cyclin DI, which is
involved in regulating the cell cycle. This natural com-
pound plays an important role in the induction of the
apoptosis of cancer cells through inhibition of the expres-
sion of glutathione S-transferase P1-1 (Duvoix et al. 2003),
implicated in the detoxification of the cell. Curcumin is in
fact implicated in the inhibition of many stages of cancer
development, including cell proliferation, angiogenesis and
metastasis, by modulating expression and activity of
different cell signaling mediators (Kunnumakkara et al.
2008). Besides its effect on STAT3 activity in HCC cells,
Sorafenib also showed efficiency in chronic lymphocytic
leukemia (CLL) cells, which is the most frequent leukemia.
CLL is characterized by an accumulation of monoclonal
mature B cells in blood, secondary lymphoid tissues and
the marrow. Treatments of mononuclear cells from marrow
aspirates of CLL patients led to inhibition of B-RAF,
C-RAF, ERK and STAT3 phosphorylation in correlation
with Mcl-1 downregulation and resulting in caspase-
dependent apoptosis (Fecteau et al. 2011). Furthermore,
flavopiridol, formerly L86-8275 or HMR 1275, is an hemi-
synthetic flavonoid derivative from rohitukine, an alkaloid
isolated from the Indian plant Dysoxylum binectariferum
(Sedlacek et al. 1996). Flavopiridol was first described as a
cyclin-dependent kinase inhibitor (Carlson et al. 1996).
Besides its ability to suppress the growth of different tumor
types (Arguello et al. 1998; Bible and Kaufmann 1996;
Byrd et al. 1998; Carlson et al. 1996; Gojo et al. 2002;
Konig et al. 1997; Patel et al. 1998), this compound was
shown to induce cell cycle arrest and apoptosis in acute
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myeloid leukemia (AML) in correlation with STAT3
repression (Nelson et al. 2011). Flavopiridol is currently in
clinical trials for the treatment of different cancers
including AML and ALL (Blum et al. 2010).

Conclusion

The transcription factor STAT3 is one of the major proteins
controlling the transcriptional regulation of many genes
involved in essential and housekeeping cellular functions.
Its activity results from the activation of signaling pathways
and depends on many factors independent from tissue
specificity. Therefore, permanent activation of STAT3
triggers perturbation in many tissues, especially the dereg-
ulation of cell death and cell cycle, obviously leading to
cancer genesis. Constitutive phosphorylation of STAT3 is
then considered to be a potential target for the treatment of
many cancers and has to be further explored. In this regard,
a couple of natural compounds have revealed a potential or
a clear capacity to inhibit STAT3 phosphorylation in in
vitro and in vivo investigations, leading to the downregu-
lation of target genes in correlation with the induction of
apoptosis and the inhibition of cell proliferation. These
effects are generally correlated with the inhibition of the
phosphorylation of tyr705. This phosphorylation is known
to regulate STAT3 dimerization, leading to its translocation
to the nucleus and interaction with DNA. Conversely, the
role of ser727 phosphorylation of STAT3 is poorly under-
stood, but it is assumed to be positively and negatively
involved in the transcriptional activity of STAT3. Few
inhibitors of STAT3 with inhibitory activity on ser727
phosphorylation have been reported. Indeed, original arti-
cles describing natural inhibitors of STAT3 usually report
the effect on tyr705 phosphorylation, as well as of related
tyrosine kinases such as JAK or Src, whereas the effect on
ser727 is only marginally described. We can assume that
most of the compounds are inactive on ser727 or have likely
not been tested so far. Nevertheless, among natural inhibi-
tors, curcumin was shown to inhibit phosphorylation of
STAT3 at both tyr705 and ser727 residues in biliary cancer
cells (Prakobwong et al. 2011). Interestingly, the inhibition
of ser727 phosphorylation has been shown to induce
apoptosis in Human B-leukemia and other cell lines con-
stitutively expressing phosphorylated STAT3 in ser727 by
curcubitacin-1 (JSI-124) (Ishdorj et al. 2010). Obviously,
B-leukemia cells are known to express activated STAT3
with constitutive phosphorylation in ser727 but not in
tyr705, supporting the role of ser727 phosphorylation in the
oncogenic activity of STAT3 and suggesting this residue as
a potential target for natural inhibitors of STAT3 activity.

As observed, the molecular structures of the active
compounds as inhibitors of STAT3 phosphorylation differ.

Therefore, it may be considered difficult to establish a real
relationship between the molecular structures and the
inhibitory activity of these natural compounds. However,
these compounds act through very similar mechanisms. On
the one hand, most of them appear as non-specific inhibi-
tors of STAT3 activity because they do not target func-
tional regions of the protein. On the other hand, they are all
described as acting via the inhibition of upstream kinases,
such as JAK2 or Src, or as inducers of Src homology 2
phosphatases. One can consider that constitutive activation
of STAT?3 especially occurs in cancer cells, which would
allow for targeting of cancer cells with specific inhibitors
of P-STATS3. Nevertheless, the issue concerning the effi-
ciency of very specific inhibitors has to be considered
because the action of such molecules would likely be
prevented by the continuous stimulation of signaling
pathway-mediated STAT3 activation. Indeed, constitutive
phosphorylation of STAT3 results from these upstream
kinase activities due to mutations or hypersensitivity of
cancer cells to stimulatory cytokines. However, inhibiting
P-STAT3 at the source of signaling pathways would be
challenging because healthy cells would also be affected,
unless there is a way to accurately target only tumor cells.
Moreover, it must be mentioned that most of the natural
compounds described here have been shown to inhibit
STAT3 phosphorylation and related signaling pathways in
in vitro assays. The effects may be obviously not repro-
ducible in vivo due to the artifacts that occur in cell culture
including product half-life or product modifications.

In conclusion, it is unknown what the future holds in
terms of alternative therapeutics to inhibit cell proliferation
through the inhibition of STAT3 activation. However, the
fact that there is an abundance of natural compounds with
inhibitory properties against this transcription factor should
constitute the molecular basis for the synthesis of more
efficient molecules. Some of these compounds have
already shown in vivo efficiency against tumors, revealing
the necessity of investigating and screening such natural
molecules that possess an undeniable promising future in
anticancer therapeutics and chemoprevention.
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RESUME

L’acide valproique (VPA) est un inhibiteur des histones désacétylases (HDACI), qui
présente des propriétés anti-tumorales sur différents types de cancers. Son utilisation depuis
plusieurs décennies comme médicament antiépileptique a révélé des effets secondaires,
notamment sur le systétme hématopoiétique. Dans la présente étude, nous nous sommes
intéressés a ’effet du VPA sur les réseaux microARN (miR)/Facteurs de transcription (FT)
spécifiquement impliqués dans la régulation des voies de différenciation érythro-
mégacaryocytaires. Nous montrons que le VPA est capable d’inhiber la différenciation
érythroide dans les cellules érythroleucémiques humaines TF1 et K562 et dans les cellules
souches hématopoiétiques (CSH) CD34", stimulées par I’érythropoiétine recombinante
(Epo) ou par Dl’aclacinomycine A. Cette inhibition se traduit par une diminution de
I’expression de la glycophorine A, de la y-globine, des miR-144/451 et du FT GATA-1.
L’inhibition du pré-miR-144 suggere que le VPA est capable de réguler I’expression du
géne miR-144/451 au niveau transcriptionnel, via GATA-1. Dans les cellules Epo/CD34", le
VPA induit ’augmentation du FT PU.1 en accord avec I’inhibition du miR-155 et favorise
son interaction avec GATA-1 pour inhiber son activité. L’utilisation d’un analogue du VPA,
sans activit¢ HDACi (Valpromide) et d’un inhibiteur d’HDAC de classe I, le MS-275, a
montré que Dactivitt HDACi du VPA n’est pas requise pour [I’inhibition de la
différenciation érythroide. Le VPA affecte également la voie mégacaryocytaire issue d’un
progéniteur commun aux cellules érythroides. Dans la lignée mégacaryoblastique Meg-01, le
VPA induit des modifications morphologiques du type mégacaryocytaire, une augmentation
du marqueur CD61, du FT GATA-2 et du miR-27a. En revanche, I’expression du FT
GATA-1 et des miR-144/451 diminuent. L’augmentation du miR-27a coincide avec la
diminution de I’expression de I’ARNm du FT RUNXI, en accord avec I’induction de la voie
mégacaryocytaire. En conclusion, le VPA est capable de moduler le programme de
différenciation érythro-mégacaryocytaire, a travers un micro réseau de régulation miR/FT.

Mots clés: Acide valproique, différenciation hématopoiétique, GATA-1, miR-144/451
ABSTRACT

Valproic acid (VPA), a histone deacetylase inhibitor (HDACI), exhibits anti-cancer
properties against several tumor types. Its use as an anti-epileptic drug for several decades
reveled side effects at the hematological level. In this study, we analyzed the effect of VPA
on an erythro-megakaryocyte-specific miR/transcription factors network. VPA inhibited
erythroid differentiation in the erythroleukemia cell lines TF1 and K562 as well as in
CD34"/hematopoietic stem cells (HSCs), induced by the recombinant erythropoietin (Epo)
or aclacinomycin. This inhibition was characterized by glycophorin-A, y-globin and GATA-
1/miR-144/451 down-regulation. Inhibition of pre-miR-144 expression suggested that VPA
regulates transcription of the miR-144/451 gene through GATA-1. In Epo-stimulated HSCs,
VPA induced PU.1 expression in correlation with miR-155 inhibition and promoted GATA-
1/PU.1 interaction. The use of valpromide, a VPA analogue without HDACi activity and the
class-I HDACi MS-275, showed that HDAC inhibition by VPA was not required for its
inhibitory activity on erythropoiesis. VPA also induced megakaryocyte features in Meg-01
cells, at both cellular and molecular levels. Notably, CD61, GATA-2 and miR-27a were
over-expressed. RUNX1 mRNA expression and GATA-1/miR-144/451 axis decreased in
accordance with megakaryocyte differentiation. In conclusion, VPA is able to modulate
erythro-megakaryocytic differentiation program, through a regulatory micro-network
involving miRs and TFs.

Key words: Valproic acid, hematopoietic differentiation, GATA-1, miR-144/451
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