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RESUME

Les cellules souches somatiques présentent habituellement un comportement tres
différent des cellules souches pluripotentes. Les bases moléculaires de I’auto-renouvelle-
ment des cellules souches embryonnaires ont été récemment déchiffrées grace a la facilité
avec laquelle nous pouvons maintenant les purifier et les maintenir en culture durant de
longues périodes de temps. Par contre, il en va tout autrement pour les cellules souches
hématopoiétiques. Dans le but d’en apprendre davantage sur le fonctionnement molécu-
laire de I’auto-renouvellement des cellules souches hématopoiétiques, j’ai d’abord congu
une nouvelle méthode de criblage gain-de-fonction qui répond aux caprices particuliers
de ces cellules. Partant d’une liste de plus de 700 facteurs nucléaires et facteurs de di-
vision asymétrique candidats, j’ai identifié 24 nouveaux facteurs qui augmentent 1’acti-
vité des cellules souches hématopoiétiques lorsqu’ils sont surexprimés. J’ai par la suite
démontré que neuf de ces facteurs agissent de maniere extrinseque aux cellules souches
hématopoiétiques, c’est-a-dire que 1’effet provient des cellules nourricieres modifiées en
co-culture. J’ai également mis a jour un nouveau réseau de régulation de transcription
qui implique cinq des facteurs identifiés, c’est-a-dire PRDM16, SPI1, KLF10, FOS et
TFEC. Ce réseau ressemble étrangement a celui soutenant 1’ostéoclastogénese. Ces ré-
sultats soulevent I’hypothese selon laquelle les ostéoclastes pourraient aussi faire partie
de la niche fonctionnelle des cellules souches hématopoiétiques dans la moelle osseuse.
De plus, j’ai identifié un second réseau de régulation impliquant SOX4, SMARCCI et
plusieurs facteurs identifiés précédemment dans le laboratoire, c’est-a-dire BMI1, MSI2
et KDMS5B. D’autre part, plusieurs indices accumulés tendent a démontrer qu’il existe
des différences fondamentales entre le fonctionnement des cellules souches hématopoié-

tiques murines et humaines.

Mots-clés : criblage fonctionnel, surexpression génétique, cellule souche hématopoiéti-
que, auto-renouvellement, expansion extrinseéque, niche, réseau de régulation transcrip-

tionnelle
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ABSTRACT

Somatic stem cells usually exhibit a very different behavior compared to pluripo-
tent stem cells. The molecular basis of embryonic stem cell self-renewal was recently
decrypted by the relative straightforwardness with which we can now purify and main-
tain these cells in culture for long periods of time. However, this is not the case with he-
matopoietic stem cells. In order to elucidate the molecular mechanisms of hematopoietic
stem cell self-renewal, I developed a novel gain-of-function screening strategy, which
bypasses some constraints found with these cells. Starting from a list of more than 700
candidate nuclear factors and asymmetric division factors, I have identified 24 new fac-
tors that increase hematopoietic stem cell activity when overexpressed. I have also found
that nine of these factors act extrinsically to hematopoietic stem cells, i.e., the effect
comes from the engineered feeder cells in co-culture. Moreover, I have revealed a new
transcriptional regulatory network including five of the factors identified, i.e., PRDM16,
SPI1, KLF10, FOS and TFEC. This network is particularly similar to that involved in
osteoclastogenesis. These results raise the hypothesis that osteoclasts might also be part
of the functional hematopoietic stem cell niche in the bone marrow. Furthermore, I have
identified a second regulatory network involving SOX4, SMARCCI and several factors
previously identified in the laboratory, i.e., BMI1, MSI2 and KDM5B. Besides, several
lines of evidence tend to show that there are fundamental differences between mouse and

human hematopoietic stem cells.

Keywords : functional screen, gene overexpression, hematopoietic stem cell, self-re-

newal, extrinsic expansion, niche, transcriptional regulatory network
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Ki67 : antigene identifi€ par I’anticorps Ki67

KIF3A : membre 3A de la famille des kinésines

KIP : famille d’inhibiteurs de kinase dépendante des cyclines

KIT : oncogene homologue au virus du sarcome félin Hardy-Zuckerman v-kit 4

KLF : famille de facteurs de transcription ressemblant a Kruppel
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KLS : cellule KIT+Lin-Scal+

KUSO : autoantigene Ku (XRCC5S)

LCN2 : lipocaline 2

LDA : méthode de dilution limite

LIC : cellule initiatrice de leucémie

LIF : facteur d’inhibition de leucémie

LIG4 : ligase d’ADN 4

Lin : antigénes de différenciation hématopoiétique incluant Grl, B220 et Ter119
LIN28A : facteur A homologue a lin-28 chez Caenorhabditis elegans

LMPP : cellule progénitrice multipotente avec biais lymphoide

LRP : famille de protéines reliées au récepteur de lipoprotéine a faible densité
LSC : cellule souche leucémique

LSK : cellule Lin-Scal+KIT+

LTC-IC : cellule initiant une culture a long terme

LT-HSC : cellules souche hématopoiétique a long terme

LYPDS : protéine 5 avec domaine LY 6/PLAUR

M : phase de mitose du cycle cellulaire

Mac : marqueur de surface cellulaire des macrophages

MACS : systeme de tri cellulaire par magnétisme

MAFA : oncogene homologue au fibrosarcome musculoaponeurotique v-maf de type A
MAMDC?2 : protéine 2 avec domaine MAM

MAMLI1 : protéine 1 ressemblant a mastermind chez Drosophila melanogaster
MAPK : famille de kinases activées par des agents mitogenes

MAS : activité moyenne des cellules souches

MEIS1 : protéine MEIS avec homéodomaine 1

Mfel : enzyme de restriction provenant de Mycoplasma fermentas

mg : milligramme

Mg : microgramme

miARN : microacide ribonucléique

MITF : protéine associée a la microphthalmie

ml : millilitre

pl - microlitre

MLL : protéine de leucémie a lignées mixtes

MMLV-RT : transcriptase inverse du virus de la leucémie murine Moloney
MOZ : protéine de leucémie monocytaire en forme de doigt de zinc

MPL : protéine de la leucémie myéloproliférative

MPP : cellule progénitrice multipotente

mRNA : acide ribonucléique messager

MSC : cellule souche mésenchymateuse



XiX

MSCYV : virus de cellule souche murine

MSH?2 : protéine 2 homologue a mutS chez Escherichia coli

MSI2 : protéine 2 homologue a musashi chez Drosophila melanogaster
MYB : oncogene homologue au virus de la myéloblastose aviaire v-myb
MYC : oncogene homologue au virus de la myélocytomatose aviaire v-myc
MYCN : protéine MYC associée au neuroblastome

MYODI1 : facteur de différenciation myogénique 1

MYTIL : protéine 1 ressemblant a la myéline

NAI1OHD : protéine de fusion de NUP98 avec ’homéodomaine d’HOXA10
NAC : N-acétyl-L-cystéine

NANOG : protéine NANOG avec homéodomaine

NCIC : Institut national du cancer du Canada

NCOAZ? : récepteur nucléaire coactivateur 2

NES : nestine

NEUROGS3 : neurogénine 3

NFATCI1 : facteur nucléaire 1 des lymphocytes T activés, dépendant de la calcineurine
NGAL : lipocaline associée a la gélatinase des neutrophiles (LCN2)

NHA : extrinseque aux cellules souches hématopoiétiques

NHE]J : fusion d’extrémités non homologues

NHMRC: Conseil de recherche médicale et de santé nationale d’ Australie
NIH 3T3 : lignée de fibroblastes embryonnaires de souris

NK : cellule tueuse naturelle

NOD : souris diabétique non obese

Notl : enzyme de restriction provenant de Nocardia otitidis

NOTCH : famille de protéines homologues a notch chez Drosophila melanogaster
NSG : souris NOD/SCID mutante pour IL2ZRG

NUMB : protéine homologue a numb chez Drosophila melanogaster
NUP98 : nucléoporine 98

OAF : facteur d’activation des ostéoclastes

OCT4 : protéine 1 de classe 5 a domaine POU (POUSFI)

OLFM1 : olfactomédine 1

OP9 : lignée cellulaire murine établie a partir de souris ostéopétrotiques mutantes pour
Csfl

OREF : phase ouverte de lecture

OSM : oncostatine M

32P : phosphore 32

p15INK4B : inhibiteur de kinase dépendante des cyclines 2B (CDKN2B)
p16INK4A : inhibiteur de kinase dépendante des cyclines 2A (CDKN2A)
p18INK4C : inhibiteur de kinase dépendante des cyclines 2C (CDKN2C)
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p19INK4D/ARF : inhibiteur de kinase dépendante des cyclines 2D (CDKN2D)
p21CIP1 : inhibiteur de kinase dépendante des cyclines 1A (CDKN1A)
p27KIP1 : inhibiteur de kinase dépendante des cyclines 1B (CDKN1B)

p38 : protéine activée par des agents mitogenes 14 (MAPK14)

pS7KIP2 : inhibiteur de kinase dépendante des cyclines 1C (CDKN1C)
PARGA : protéine 6 alpha homologue a la protéine de partitionnement défectueuse par-6
chez Caenorhabditis elegans (PARD6A)

PAXS : facteur de transcription avec paires de boites homéotiques 5

PBS : tampon phosphate salin

PBX1 : facteur de transcription de leucémie pre-B avec boite homéotique 1
PcG : famille de protéines Polycomb

PCR : réaction en chaine par polymérase

PDGF : famille de facteurs de croissance dérivés des plaquettes

PDX1 : facteur de transcription pancréatique et duodénal a boite homéotique 1
PE : phycoérythrine

Pep3b: lignée de souris consanguines Pep3b

PGK : phosphoglycérate kinase 1

PI3K : phosphoinositide-3-kinase

PIMI : proto-oncogene sérine/thréonine kinase 1

pKOF : vecteur rétrovial contenant la séquence Kozak, un oligonucléotide et un tag
FLAG

PML : protéine de leucémie promyélocytique

postgreSQL: systeme de gestion de base de données relationnelles

POU3F2 : facteur de transcription 2 de classe 3 a domaine POU

POUSF1 : facteur de transcription 1 de classe 5 a domaine POU (OCT4)
PPARG : récepteur gamma activé par le proliférateur de peroxysome

PPV: valeur de prédiction positive

PRC : complexe répresseur Polycomb

PRDM16 : protéine 16 avec domaine PR

PRKCZ : protéine kinase C, zeta

PTEN : protéine phosphatase homologue a la tensine

PTGDR : récepteur de la prostaglandine D2 synthase

PTGDS : prostaglandine D2 synthase

PTN : pléiotropine

Q-RT-PCR : réaction en chaine quantitative par polymérase en temps réel
RAC : famille de substrats de la toxine du botulinum C3 relié¢ a RAS
RACGAPI : protéine activatrice de la GTPase de RAC

RAD?S5O0 : protéine homologue a rad50 chez Caenorhabditis elegans

RANK: membre 11A de la superfamille des récepteurs du facteur de nécrose de tumeur
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(TNFRSF11A)

RAS : famille d’oncogeénes homologues au virus du sarcome de rat

RAS : systeme rénine-angiotensine

RB1 : protéine associée au rétinoblastome 1

RBPJ : protéine de liaison des signaux de recombinaison pour I'immunoglobulin kappa
J

RCAP : college royal des médecins d’ Australie

Rho123 : thodamine 123

RNA : acide ribonucléique

RNAI : acide ribonucléique interférant

ROS : dérivés réactifs de I’oxygene

RQ : quantité de différences relative

R-SMAD : protéines de la famille SMAD régulées par un récepteur

RT-PCR : réaction en chaine par polymérase en temps réel

RU : unité de reconstitution hématopoiétique

RUNX : famille de protéines avec domaine runt

S : phase de synthese du cycle cellulaire

S1 : souche de souris avec mutation dans le gene Scf

Scal : antigene de cellule souche 1

SCD : division cellulaire symétrique

SCF : facteur de cellule souche

SCID : souris immunodéficiente combinée sévere

SCNT : transfert nucléaire de cellules somatiques

SD : écart-type

SEM : erreur-type de la moyenne

SF : facteur de cellule souche (SCF)

SFPII : oncogene d’intégration du provirus formant des foci sur la rate (SFFV) 1 (SPI1)
SH?2 : famille 2 de protéines de signalisation avec domaine d’homologie Src

SH2B3 : protéine de transduction de signaux LNK

shRNA : acide ribonucléique en forme de courte épingle a cheveux

SKI : oncogene homologue au virus du sarcome aviaire v-ski

SLAM : molécule d’activation de signalisation de lymphocyte

SLC22A17 : membre 17 de la famille 22 des transporteurs de soluté

SMAD : famille de protéines homologues aux meres contre les décapentaplégiques
SMARCCI : membre 1 de la sous-famille C des régulateurs de chromatine dépendants de
I’actine, associés a la matrice et reliés aux facteurs SWI/SNF

SOX : famille de protéines de la région déterminante du sexe Y

SPF : sans pathogene spécifique

SPI1 : oncogene d’intégration du provirus formant des foci sur la rate (SFFV) 1 (SFPI1)
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SPP1 : phosphoprotéine sécrétée 1 (OPN : ostéopontine)

SR : auto-renouvellement

SR1 : stemrégéninel

SRC : cellule de reconstitution hématopoiétique de souris NOD/SCID
SSEA1 : fucosyltransférase 4 (FUT4)

STAT : famille d’activateurs de transcription et transducteurs de signaux
ST-HSC : cellules souche hématopoi€tique a court terme

TAT : transactivateur de transcription

TBP : protéine de liaison a la boite TATA

TCDD : 2,3,7,8-tétrachlorodibenzo-p-dioxine

TCF : famille de facteurs de transcription

TCFEC : facteur de transcription EC (TFEC)

TEK : récepteur tyrosine kinase endothelial

Ter119 : marqueur de surface cellulaire des érythrocytes

TFEC : facteur de transcription EC (TCFEC)

TGFB : facteur de croissance transformant beta

THPO : thrombopoiétine

THY1 : antigene THY'1 (CD90)

TMODI : tropomoduline 1

TNFRSFI1A: membre 11A de la superfamille des récepteurs du facteur de nécrose de
tumeur (RANK)

TP53 : suppresseur de tumeur p53

TRAP : phosphatase acide 5 résistante au tartrate (ACPS)

TRIM?27 : protéine avec motif tripartite 27

TrxG : famille de protéines trithorax

TTAGGG : séquence répétitive de nucléotides retrouvée dans les télomeres
VPS72 : protéine associée au tri des protéines vacuolaires

W : souche de souris avec mutation dans le gene Kit

W41 : mutation dans le gene Kit

WEDCI : protéine 1 avec quatre domaines nucléaires disulfures WAP
WNT : famille de protéines de site d’intégration MMTYV de type sans aile
XBP1 : protéine 1 de liaison aux boites X

XPA : protéine du groupe de complémentation A du xeroderma pigmentosum
XRCCS : protéine 5 de complémentation de réparation de rayon X (KU80)
ZFP472 : protéine en forme de doigt de zinc 472
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But et Plan de la These

Le but ultime de cette these est d’identifier de nouveaux facteurs pouvant stimuler
I’expansion du nombre de cellules souches hématopoiétiques (HSCs) in vitro afin d’amé-

liorer I’efficacité de leur transplantation.

Cette these est présentée en six chapitres et une annexe. Le premier chapitre dé-
finit différents types de cellule souche et décrit la possibilité de réorienter leur destinée
en reconfigurant leur profil d’expression génétique. Le deuxiéme chapitre met a jour un
état des connaissances sur la régulation moléculaire des HSCs. Le troisieéme chapitre dé-
voile la stratégie et les résultats d’un nouveau criblage fonctionnel que j’ai effectué. Ce
criblage a mené a I’identification de 18 facteurs nucléaires stimulant I’activité des HSCs,
a savoir CNBP, ERDR1, FOS, HDAC1, HMGB1, HNRPDL, KLF10, PML, PRDM16,
SFPI1 (SPI1), SKI, SMARCCI1, SOX4, TCFEC (TFEC), TRIM27, VPS72, XBP1 et
ZFP472. J’ai également identifié, lors de ce méme criblage, cinq facteurs de division asy-
métrique intensifiant 1’activité des HSCs, c’est-a-dire AP2A2, GPSM2, TMOD1, KIF3A
et CCNBI1. Ces facteurs de division asymétrique sont présentés au quatrieme chapitre,
qui focalise principalement sur le réle d’AP2A2 au cours de la division asymétrique des
HSCs. Le cinquieme chapitre révele que plusieurs des facteurs nucléaires identifiés au
chapitre 3 agissent en fait de maniere extrinseque aux HSCs, et que certains d’entre eux
forment différents réseaux de régulation de transcription, dont un qui supporte 1’ostéo-
clastogénese. Tous ces résultats sont discutés dans le sixieme chapitre, qui se termine par
une conclusion générale. L’annexe 1 contient une publication montrant que I’activité des
HSCs normales et des cellules souches leucémiques peut étre modulée par le suppresseur
de dérivés réactifs de I’oxygene GPX3, que j’ai aussi identifié lors du criblage décrit au

chapitre 3.



CHAPITRE 1

INTRODUCTION

Cellule Souche et Reprogrammation



1 Introduction

Le chapitre 1 est une introduction aux différents concepts et définitions entourant
les cellules souches en général. Des propri€t€s diamétralement opposées distinguent les
cellules souches pluripotentes des cellules souches somatiques. Une emphase est mise sur
la découverte récente de moyens pour convertir un type de cellule en un autre, au choix,
simplement en modifiant son profil d’expression génétique. La possibilit€ fascinante de
remanier le destin d’une cellule souche en surexprimant un géne en particulier constitue
d’ailleurs le centre d’intérét du chapitre 3. Le chapitre 1 se termine avec I’importance de
I’environnement externe dans lequel se trouve une cellule souche pour le maintien de son

intégrité ainsi que pour son développement.



1.1 Cellule Souche

Une cellule souche est généralement définie en vertu de ses caractéristiques fonc-
tionnelles. Plutdt que de se référer a une entité cellulaire distincte, ce concept met I’accent
sur le potentiel d’un groupe de cellules en tant que fondateur d’un systéme vivant. Les
cellules souches d’un tissu adulte représentent une population potentiellement hétérogeéne
de cellules indifférenciées par rapport au reste du tissu fonctionnel. Les cellules souches
doivent étre en mesure de remplir plusieurs fonctions comme de s’installer dans un envi-
ronnement approprié, de produire un grand nombre de cellules-filles matures et de s auto-
renouveler. De plus, les différents types de cellules souches bénéficient d’une flexibilité
et d’une réversibilité dans I’utilisation de ces options. Cependant, la qualification d’une
cellule a titre de véritable cellule souche requiert inévitablement certaines manipulations
comme des tests de prolifération in vitro ou de transplantation in vivo. Malheureusement,
ces expérimentations sont souvent dommageables pour les cellules souches et peuvent
étre a ’origine de résultats biaisés. Comparable au principe d’incertitude en mécanique
quantique, ce fait est reconnu comme le « principe d’incertitude de la biologie des cellu-
les souches » (Potten and Loeffler, 1990). De plus, la définition d’une cellule souche est
davantage compliquée par le fait que certains adjectifs, sujets a diverses interprétations,
sont employ€s pour illustrer une fonction quelconque. Ainsi, la prudence est de mise lors

de I’attribution de I’épithéte « souche » a une cellule donnée.

Les cellules souches sont indispensables au développement, a la restauration post-
traumatique des tissus et au remplacement cellulaire homéostatique. Toutes les cellules
souches détiennent simultanément les potentiels d’auto-renouvellement et de différen-
ciation en une ou plusieurs lignées cellulaires différentes. Toutefois, I’ampleur de la
capacité d’auto-renouvellement et de différenciation peut varier considérablement d’un
type de cellule souche a I’autre. Par exemple, les cellules souches embryonnaires (ES)
peuvent Etre isolées de la masse cellulaire interne du blastocyste, avant son implantation
dans I’endométre, et peuvent engendrer presque tous les types cellulaires : elles sont
pluripotentes. Les cellules ES détiennent également un potentiel d’auto-renouvellement

pratiquement infini dans un milieu de culture approprié.

En revanche, les cellules souches adultes sont généralement multipotentes. Par
exemple, les cellules souches hématopoiétiques (HSCs) peuvent se différencier en plu-
sieurs types de cellules mais leur potentiel de régénération est limité uniquement au sys-
teme hématopoiétique. Les HSCs ont aussi un potentiel d’auto-renouvellement beaucoup
plus limité que les cellules ES. Suite a une transplantation tertiaire ou quaternaire chez la

souris, les HSCs subissent habituellement une extinction totale.



Le degré de restriction du potentiel d’auto-renouvellement peut varier avec 1’age
des individus. Chez la souris, I’activité des HSCs est altérée a mesure que les souris
vieillissent. Le potentiel prolifératif des HSCs est beaucoup plus grand chez les jeunes
que chez les vieilles souris, méme si le nombre absolu de HSCs semble plus élevé chez
les vieilles que chez les jeunes souris (de Haan et al., 1997). D’autre part, le contexte
génétique contribue beaucoup a de telles variations. Par exemple, la fréquence en HSC
augmente avec 1’age chez des souches de souris a forte longévité mais diminue avec
I’age chez d’autres souches a faible longévit€ (de Haan and Van Zant, 1999). De plus,
les HSCs provenant de vieilles souris présentent un meilleur potentiel de myélopoiese,
une diminution du potentiel de lymphopoiese ainsi qu’une diminution de la capacité de
repérer leur niche dans la moelle osseuse apres injection intraveineuse (Liang et al., 2005;
Rossi et al., 2005).

1.2 Auto-Renouvellement

L’auto-renouvellement d’une cellule souche est un processus par lequel la division
cellulaire génére une ou deux cellules-filles conservant un potentiel de développement
similaire a celui de la cellule d’origine. En d’autres termes, 1’auto-renouvellement est
une division cellulaire qui perpétue dans le temps la pluripotence, la multipotence ou
I’unipotence, selon le type de cellule souche. Ce processus est crucial pour que la taille
du réservoir de cellules souches puisse s’agrandir au cours du développement, étre main-
tenue dans les tissus adultes et étre rétablie suite a une lé€sion. Toute défaillance dans le
mécanisme d’auto-renouvellement des cellules souches peut étre a I’origine de problémes

de développement, de vieillissement prématuré et de cancer.

La toute premiere démonstration expérimentale d’auto-renouvellement de cellules
souches fut réalisée par des chercheurs canadiens avec des cellules souches et progénitri-
ces hématopoiétiques en utilisant une méthode de décompte d’unité formant des colonies
sur la rate, ou CFU-S (Till and Mc, 1961). Le critére principal pour considérer 1’auto-
renouvellement d’une cellule souche primaire était sa capacité de générer une CFU-S se-
condaire (Figure 1.1). En utilisant un modele basé sur la capacité d’une cellule souche a
adopter un mode de division symétrique d’auto-renouvellement ou de différenciation, les
auteurs de cette étude ont observé une forte hétérogénéité parmi les CFU-S secondaires
en termes de capacité a s’auto-renouveler. Ces CFU-S peuvent générer des clones qui ont
une taille maximale de 5x10° cellules en différenciation terminale, qui ne contiennent pas
de nouvelle CFU-S et qui n’arrivent plus a proliférer (Till et al., 1964). Plus récemment,
une autre équipe de recherche canadienne a démontré que la taille maximale d’un clone
produit par une cellule progénitrice est d’environ 1x107 cellules en absence d’auto-renou-

vellement (Benveniste et al., 2010).
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Figure 1.1 Méthode de détection de 1’auto-renouvellement des cellules souches et
progénitrices hématopoiétiques en révélant I’existence d’unités formant des colonies sur la
rate.

Les cellules provenant de la moelle osseuse d"une souris donneuse (CD45.1+) sont isolées et
injectées dans la veine de la queue d"une souris receveuse primaire congénique (CD45.2+)
préalablement irradiée a dose létale afin de reconstituer son systéme hématopoiétique. Environ
deux semaines plus tard, des colonies macroscopiques provenant de cellules souches et
progénitrices hématopoiétiques CD45.1+ apparaissent a la surface de la rate (CFU-S primaires).
Ensuite, on peut resuspendre les cellules d'une colonie et les transplanter dans une souris
receveuse secondaire préalablement irradiée pour finalement générer des CFU-S secondaires.
La formation de CFU-S secondaires nécessite I’auto-renouvellement des cellules souches et
progénitrices. CFU-S=unité formant des colonies sur la rate

Néanmoins, une seule LT-HSC transplantée dans une souris irradiée peut reconsti-
tuer son systeme hématopoiétique au complet pour toute sa vie (Osawa et al., 1996). Ce
potentiel réside dans la compétence de la LT-HSC a s’auto-renouveler. De plus, la pré-
sence dans le sang périphérique de cellules dérivées de la LT-HSC transplantée implique
une production d’au moins 1x10? cellules (Benveniste et al., 2010). Cette taille clonale
nécessite une expansion initiale du nombre de LT-HSCs par division symétrique d’auto-

renouvellement.

1.3 Plasticité Phénotypique et Fonctionnelle

Une population de cellules souches adultes est normalement hétérogene en ter-
mes d’expression de marqueurs de surface cellulaire, mais aussi en termes de fonction,
comme la prolifération, la transplantabilité et le potentiel de différenciation. Tradition-
nellement, le concept de différenciation d’une cellule souche était considéré comme un
changement irréversible au-dela duquel les cellules-filles avaient perdu tout potentiel sou-
che. Aujourd’hui, le concept de plasticité est plus largement accepté. Il comprend une
hiérarchie de différenciation avec un déclin graduel, mais potentiellement réversible, de
la capacité d’auto-renouvellement. La notion de réversibilité de la différenciation a été
substantiellement démontrée par des méthodes de reprogrammation nucléaire. Ce pro-
cessus implique un échange du profil d’expression génétique d’un type cellulaire pour

celui d’un autre, offrant plus d’espoir que jamais en médecine régénérative. De nombreu-



ses stratégies ont évolué pour reprogrammer le noyau cellulaire, y compris le transfert
nucléaire de cellules somatiques (SCNT), I’induction de cellules souches pluripotentes

(iPS) et I'interconversion de lignée cellulaire.

1.3.1 SCNT

Le renversement complet de la différenciation cellulaire peut €tre obtenu par trans-
plantation du noyau d’une cellule embryonnaire (Briggs and King, 1952) ou bien d’une
cellule completement différenciée (Gurdon and Uehlinger, 1966), dans un ovocyte énu-
cléé. Les auteurs de ces études ont conclu que la différenciation ne nécessite pas de chan-
gements nucléaires irréversibles et que la reprogrammation entraine des modifications
dans I’expression des génes nucléaires, mais pas dans leur contenu. A cette époque, il
était déja concevable que la plupart des cellules de I’organisme conserve le potentiel de

former n’importe quel autre type cellulaire.

Par la suite, une équipe de recherche écossaise a réussi a cloner la brebis « Dolly »,
par transplantation du noyau d’une cellule de glande mammaire dans un ovocyte énucléé
(Wilmut et al., 1997). D’importantes observations ont €t€ notées pendant ce processus
de reprogrammation. A prime abord, la décondensation de la chromatine a provoqué
un gonflement de 30 fois du volume du noyau transféré grace a la nucléoplasmine, une
protéine chaperonne d’histone dans 1’ovocyte (Tamada et al., 2006). Aussi, des marques
épigénétiques de différenciation, comme la méthylation de I’ADN et des histones, ont été
effacées suite a la reprogrammation nucléaire (Barreto et al., 2007). Le développement
du SCNT représente donc une avancée majeure dans la reprogrammation nucléaire. Il
est ainsi possible de rembobiner la totalité du processus de différenciation cellulaire chez
les mammiferes a 1’aide du contenu d’un noyau provenant d’une cellule de mammifere
adulte. Cette observation met en lumiere la troublante possibilité que ce processus puisse

également fonctionner chez I’humain.

1.3.2 Cellules iPS

Un progres significatif dans le domaine de la reprogrammation nucléaire est surve-
nu lorsqu’une équipe de recherche japonaise a découvert que des fibroblastes provenant
de souris adultes peuvent €tre reprogrammeés a un état souche pluripotent (iPS) par la sim-
ple co-surexpression de 4 facteurs de transcription, c’est-a-dire POUSF1, SOX2, MYC
et KLF4 (Takahashi and Yamanaka, 2006) (Table 1.1, ligne 1). Cette réalisation s’est
également avérée applicable aux cellules humaines en utilisant un assortiment légerement
différent de facteurs de reprogrammation, a savoir POUSF1, SOX2, NANOG et LIN28A
(Yu et al., 2007). Depuis ce temps, plusieurs combinaisons différentes de facteurs de

transcription et de composés chimiques ont €t€ employées pour produire des cellules iPS



Tableau 1.1 Exemples d’interconversion cellulaire par modification de 1’expression

génétique.
Cellule Initiale Surexpression de Deletion de Cellule Résultante Références
1 fibroblaste POUSF1, SOX2, MYC, KLF4  ----- iPS Takahashi et al, 2006
2 fibroblaste Myobr  ----- musculaire Choi et al, 1990
3 lymphocyte B CEBPA ----- macrophage Xie et al, 2004
4 lymphocyteB  ----- Pax5 CLP Cobaleda et al, 2007
5 pancr. exocrine NEUROG3, PDX1, MAFA ----- pancr. beta Zhou et al, 2008
6 fibroblaste ASCL1, POU3F2, MYT1L ----- iN Vierbuchen et al, 2010

iPS=cellule souche pluripotente induite; CLP=cellule progénitrice lymphoide commune; pancr.=pancréatique; iN=cellule neuronale induite

chez diverses especes comme la souris, le rat, le porc, le singe et I’humain (Esteban et al.,
2009; Li et al., 2009; Liao et al., 2009; Liu et al., 2008; Takahashi et al., 2007). En fait,
presque tous les types de cellule du corps sont reprogrammables en cellules iPS (Lako et
al., 2010).

Lutilisation de rétrovirus dans le protocole initial de reprogrammation peut poten-
tiellement mener au développement de tumeurs dérivées de la surexpression d’oncoge-
nes, comme MYC, ou encore de mutagénese insertionnelle causant des dysfonctions gé-
nétiques imprévisibles. Afin de contourner cet obstacle, plusieurs équipes ont développé
de nouvelles stratégies de reprogrammation. Par exemple, certains ont envisagé I’exclu-
sion de MYC (Nakagawa et al., 2008), ’excision du vecteur intégré apres la formation
des cellules iPS (Woltjen et al., 2009), I"utilisation d’adénovirus (Stadtfeld et al., 2008;
Zhou and Freed, 2009) ou de plasmides (Okita et al., 2010; Yu et al., 2009) pour exprimer
transitoirement les facteurs de reprogrammation, ou encore le traitement direct avec des
protéines recombinantes de reprogrammation (Kim et al., 2009; Zhou et al., 2009). Ces
progres peuvent maintenant faciliter la conception de lignées de cellules souches spéci-
fiques a chaque patient pour 1’étude des mécanismes de diverses maladies et fournir des
outils précieux pour la découverte de nouveaux médicaments. De plus, les cellules iPS
semblent détenir le potentiel de se redifférencier en plusieurs types de cellule, comme en
cardiomyocyte (Martinez-Fernandez et al., 2010) ou en neurone moteur (Karumbayaram
etal., 2009). Cette caractéristique importante crée une opportunité de développement de
stratégies thérapeutiques et diagnostiques spécifiques a chaque patient. On peut désor-
mais entrevoir la possibilité de corriger un défaut génétique particulier dans une cellule et

de procéder a la reconstruction d’un organe de remplacement exempt de ce défaut.

1.3.3 Interconversion Cellulaire

Une autre découverte fascinante dans le domaine de la reprogrammation €pigénéti-
que a vu le jour lorsque certains facteurs de transcription ont été utilisés pour forcer une
cellule somatique a adopter un destin différent, cette fois sans passer par un €tat pluripo-

tent suivi d’une redifférenciation. Une telle interconversion cellulaire a d’abord été dé-



montrée en 1990 avec le facteur de transcription spécifique aux muscles, MYOD]1 (Choi
et al., 1990). En effet, ’expression forcée de MYOD1 dans différents types de cellules
non musculaires, comme des fibroblastes de peau, des chondroblastes ou des cellules
épithéliales rétinales pigmentées, fut suffisante pour les convertir en myoblastes et en
myotubes multinucléés (Table 1.1, ligne 2). Ensuite, plusieurs autres types d’interconver-
sion cellulaire ont été réalisés avec succes par la seule altération des niveaux d’expression
de facteurs clés. Par exemple, la surexpression d’IL2 et de CSF2R peuvent imposer un
sort myéloide a des progéniteurs lymphoides (Kondo et al., 2000). Une augmentation
d’expression de CEBPA dans des lymphocytes B (Xie et al., 2004), ou de CEBPA/B
et SPI1 dans des fibroblastes (Feng et al., 2008), favorise 1’acquisition de propriétés de
type macrophage (Table 1.1, ligne 3). L’inactivation de Pax5 induit la dédifférenciation
des lymphocytes B en progéniteurs lymphoides communs (Cobaleda et al., 2007) (Table
1.1, ligne 4). La surexpression des trois facteurs de transcription NEUROG3, PDXI et
MAFA peut efficacement permuter des cellules pancréatiques exocrines en cellules beta
productrices d’insuline in vivo (Zhou et al., 2008) (Table 1.1, ligne 5). La surexpres-
sion combinée des trois facteurs ASCL1, POU3F2 et MYTIL est suffisante pour une
interconversion de fibroblastes embryonnaires ou postnataux en neurones fonctionnels in
vitro (Vierbuchen et al., 2010) (Table 1.1, ligne 6). Ces neurones induits (iN) expriment
plusieurs protéines spécifiques aux neurones, peuvent propager des potentiels d’action et
participer a la construction de synapses fonctionnelles. Fait intéressant, la surexpression
des deux facteurs de transcription CEBPB et STAT3 est suffisante pour réorienter des cel-
lules souches neurales vers une voie mésenchymateuse tumorale, processus qui peut étre
renvers€ par le freinage d’expression de ces facteurs dans des cellules gliomales (Carro
et al., 2010). L’interconversion directe représente une stratégie prometteuse dans la mé-

tamorphose de destins cellulaires.

Toutes ces études ouvrent la porte a la découverte de nouveaux facteurs pouvant
interconvertir n’importe quel type de cellule en n’importe quel autre, en dépit du fait que
la réinitialisation du profil d’expression génétique semble de plus en plus ardue a mesure
que les cellules se différencient. A I’avenir, la reprogrammation cellulaire va contribuer
a révéler les mysteres de la différenciation cellulaire et sera d’une aide inestimable en
médecine régénérative. A titre d’exemple, des lignées cellulaires induites ou intercon-
verties provenant de patients atteints de troubles génétiques pourraient €tre utilis€es afin
de cribler des molécules neutralisantes. Elles pourraient également servir de cellules de

remplacement une fois corrigées.

1.4 Régulation Extrinseque des Cellules Souches

Jusqu’a maintenant, nous avons exploré différentes tactiques de conversion de pro-



grammes génétiques intrinseéques aux cellules dans le but de modifier délibérément leur
destin. Cependant, en conditions homéostatiques, le programme génétique d’une cellule
dépend énormément du microenvironnement dans lequel elle se trouve. Cet endroit est
généralement appelé une niche et est composé d’un réseau trés complexe de plusieurs
types de cellules, de protéines de matrice extracellulaire et d’une panoplie de signaux
moléculaires auxquels une cellule souche peut réagir ou non. Par exemple, la niche des
cellules ES se trouve normalement dans la masse cellulaire interne du blastocyste alors
que celle des HSCs adultes se trouve dans les régions endostéales et endothéliales de la
moelle osseuse. En fait, c’est principalement en réponse a un signal externe qu’une cellule
souche adopte un programme génétique différent, et ultimement, une fonction différente.
Ces changements environnementaux peuvent avoir une incidence sur le type de division
cellulaire que choisissent les cellules souches en cycle de prolifération, comme une divi-
sion symétrique d’auto-renouvellement ou de différenciation, ou bien une division asy-
métrique. Nous reviendrons plus en détails sur ces mécanismes de division au chapitre 2
dans la section « 2.5 Destin Cellulaire ». Le r6le primordial de la niche des cellules ES est
de leur fournir un environnement riche en facteurs de croissance nécessaire pour générer
une expansion importante du nombre de ces cellules. Par contre, le role de la plupart des
niches de cellules souches adultes se situe plus au niveau d’un ralentissement du cycle
cellulaire, de leur survie, du maintien de leur intégrité et de la maintenance du nombre des
cellules souches en un réservoir de taille précise. Ici encore, plus de détails seront fournis
dans la section « 2.5.2 Quiescence ». Cela n’exclut pas le fait qu’en situation de stress,
de nouveaux signaux peuvent envahir la niche afin de contraindre les cellules souches a
adopter un destin différent, tel I’expansion ou I’apoptose. La régulation des cellules sou-
ches de maniere extrinseque est tres importante et offre beaucoup d’espoir en médecine
régénérative. Les facteurs extrinseques capables de forcer I’expansion du nombre de
HSCs non modifiées génétiquement in vitro dans le but d’améliorer I’efficacité des trans-
plantations de moelle osseuse représentent un intérét médical majeur. Malheureusement,
tres peu de ces facteurs extrinseques sont connus pour I’instant et leur efficacité est plutot
limitée. Heureusement, nous avons maintenant les outils pour en identifier de nouveaux.

C’est la ou se situe 1’objectif principal de cette these.
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2 Régulation Moléculaire des Cellules Souches He-

matopoiétiques

Parmi les cellules souches adultes, les cellules souches hématopoiétiques (HSCs)
sont les plus connues et les plus exploitées en clinique. Certaines propri€tés spécifiques
aux HSCs les rendent plus facile a transplanter que tout autre type de cellule souche. Par
exemple, il est facile d’extraire les HSCs de la moelle osseuse, de leur appliquer diffé-
rents traitements in vitro et de les réinjecter par voie intraveineuse. Elles retrouveront
rapidement leur niche dans la moelle osseuse et reprendront leur fonction de régénération
du systeme hématopoiétique. Les HSCs sont responsables du ravitaillement quotidien de
tous les types de cellules matures du sang, y compris les cellules myéloides (monocytes
et macrophages, neutrophiles, basophiles, €osinophiles, €rythrocytes, mégacaryocytes/
plaquettes, cellules dendritiques) et lymphoides (lymphocytes T, lymphocytes B, cellu-
les NK). Environ 10! a 10'? cellules sanguines matures doivent étre remplacées chaque
jour dans un corps humain adulte (Sharma et al., 2006). Cette production massive est
organisée en une hiérarchie de différenciation cellulaire (Figure 2.1). La définition stan-

dard d’une HSC inclut une capacité de différenciation hématopoiétique multipotente ainsi

CD34 FLT3:CD150*CD48KLS .

LT- HSC
Mastocyte
CD34+FLT3'CD150+CD48'KLS / Basophile, Eosinophile,
Neutrophile,Monocyte,
ST HSC Macrophage
CD34*FLT3-CD1 50'CD48+KLS CMP —— Enythrocyte, Mégakaryocyte,
Plaquette
MPP 'V'EP

/’ CLP \Cellules dentritique
CD34+FLT3*CD150-CD48*KLS .

LMPP

Lymphocytes B, T, Cellules NK

Figure 2.1 Organisation hiérarchique du développement du systéme hématopoiétique murin.

Différentes sous-populations de HSCs arborant divers immunophénotypes (coté gauche)

sont responsables de la production de toutes les cellules hématopoiétiques matures (coté
droit). Les HSCs au sommet de la hiérarchie sont généralement quiescentes. L'expression de
CD34 correle avec I'éveil des HSCs. Ensuite, les HSCs activent I'expression of CD48, perdent
I'expression de CD150 et activent I'expression de FLT3. Cette séquence d’événements produit
des sous-populations de MPPs et de LMPPs, qui géneérent différentes cellules progénitrices
engagées avant 'apparition des cellules totalement différenciées. KLS=KIT+Lin-SCA1+; LT-
HSC=cellule souche hématopoiétique a long terme; ST-HSC=cellule souche hématopoiétique a
court terme; MPP=cellule progénitrice multipotente; LMPP=cellule progénitrice multipotente
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avec biais lymphoide; CMP=cellule progénitrice myéloide commune; CLP=cellule progénitrice
lymphoide commune; GMP=cellule progénitrice restreinte aux granulocytes et aux monocytes;

MEP=cellule progénitrice restreinte aux mégacaryocytes et aux érythrocytes

qu’un potentiel soutenu d’auto-renouvellement dans le temps.

2.1 Emergence

Les HSCs constituent un réservoir de cellules d’une taille définie qui colonisent
différents sites au cours du développement, débutant par le sac vitellin. Les érythroblas-
tes primitifs sont les premieres cellules hématopoiétiques générées suite a la gastrulation
dans le sac vitellin (Palis et al., 1999). La toute premi¢re HSC en mesure de reconstituer
I’ensemble du systeme hématopoiétique d’une souris adulte apparait dans la région de
I’aorte, des gonades et du mésonéphros (AGM) de I’embryon au jour embryonnaire (E)
10,5 (Medvinsky and Dzierzak, 1996). Les HSCs colonisent ensuite plusieurs endroits
extrahépatiques entre E10.5-11.5. Entre E11.5-12.5, une expansion spectaculaire du
nombre de HSCs se produit juste avant que ces cellules ne colonisent le foie du feetus. En
fait, un total de 3-10 HSCs se retrouvent dans 1I’ensemble du corps a E11.5, alors que ce
nombre augmente a 70-150 HSCs a E12.5 (Gekas et al., 2005; Kumaravelu et al., 2002).
I1 a été suggéré que le placenta puisse aussi constituer une niche et un lieu de production
de HSCs avant la colonisation du foie (Rhodes et al., 2008). Chronologiquement, le der-
nier tissu hématopoiétique a €tre colonisé par les HSCs au cours du développement est
la moelle osseuse, qui est le seul tissu en mesure de produire tous les types de cellules

hématopoiétiques apres la naissance (Clapp et al., 1991).

2.2 Evaluation Fonctionnelle

Plusieurs méthodes de détection des HSCs ont été développées in vitro et in vivo.
La plupart de ces méthodes reposent sur la capacité des HSCs a s’auto-renouveler et a
produire des cellules différenciées dans chacune des lignées hématopoiétiques. Consi-
dérant que les cellules progénitrices dépourvues de toute capacité d’auto-renouvellement
épuisent rapidement leur compétence a produire une descendance mature, la production
a long terme de cellules différenciées peut s’avérer un indicateur rétrospectif utile de

I’auto-renouvellement.

2.2.1 Méthodes d’Evaluation In Vitro

Plusieurs cellules progénitrices sont restreintes a une seule lignée, comme les cel-
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lules progénitrices granulocytaires, macrophagiques, mégacaryocytaires et €rythroides,
et peuvent €tre identifi€es en utilisant une méthode de quantification de colonies a court
terme sur milieu semi-solide (méthylcellulose ou agar) enrichis de diverses cytokines
(Broxmeyer, 1984). Le nombre de colonies formées a la fin de ’expérience dépend du
nombre de cellules formant des colonies (CFC) mises en culture initialement. Cependant,
ce test ne permet pas la détection des cellules progénitrices plus immatures ni des HSCs
en raison de la stabilité limitée du milieu de culture semi-solide, c’est-a-dire générale-

ment moins de trois semaines.

Alternativement, les cellules progénitrices immatures peuvent €tre dénombrées en
utilisant des méthodes in vitro a plus long terme comme la méthode des cellules initiant
des cultures a long terme (LTC-IC) (Dexter et al., 1977) ou bien la méthode des cellules
formant des zones pavées (CAFC) (Ploemacher et al., 1989). Au cours de ces expérien-
ces, les cellules hématopoiétiques sont généralement cultivées en présence de cellules
nourricieres. Par exemple, des fibroblastes, qui produisent des facteurs de soutien et
agissent comme une niche pour les HSCs. La fréquence en LTC-IC peut €tre déterminée
en mesurant la quantité de CFCs au bout de 5 a 8 semaines de culture, en dilution limite et
en utilisant la méthode statistique de Poisson (Pettengell et al., 1994). Il est possible que
les CAFCs se chevauchent avec les LTC-ICs. Par contre, les CAFCs ont un comporte-
ment particulier : elles s’imbriquent dans la couche de cellules adhérentes et forment une
zone pavée, qui représente un amas compact et optiquement dense de cellules. Plusieurs
CAFCs sont facilement visibles a 1’ceil nu 28 a 35 jours apres le début de la culture, mais
doivent également €tre dénombrées en dilution limite (Ploemacher et al., 1991). Chez
la souris adulte, la fréquence en LTC-ICs et en CAFCs au sein de la fraction Scal*Lin
des cellules de moelle osseuse est d’environ 1/42 et 1/15, respectivement (Coulombel,
2004). Chez I’humain adulte, la fréquence en LTC-ICs et CAFCs au sein de la fraction
CD34* des cellules de moelle osseuse est d’environ 1-80/1000 et 0.36/1000, respective-
ment (Coulombel, 2004).

Ces tests in vitro peuvent certainement servir de premiere étape de criblage lors de
la quantification de HSCs car les résultats sont obtenus plut6t rapidement, c’est-a-dire en
4 a5 semaines. Toutefois, ils ne garantissent pas une mesure précise du nombre de HSCs.
Ces tests ne peuvent que nous donner un indice sur la pertinence d’effectuer des expérien-

ces plus poussées de reconstitution a long terme du systéme hématopoiétique.

2.2.2 Méthodes d’Evaluation In Vivo

Les tests de reconstitution a long terme du systeme hématopoiétique in vivo sont
beaucoup plus efficaces pour déterminer le nombre de HSCs et leur potentiel fonctionnel

dans un échantillon donné. Le potentiel fonctionnel sous-entend la capacité des HSCs
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a reconstituer un systeme hématopoiétique entier pendant de longues périodes de temps
lorsqu’elles sont transplantées dans des individus receveurs préalablement irradiés. La
reconstitution hématopoiétique est généralement évaluée par la capacit€ de générer des
monocytes, des granulocytes et des lymphocytes dans la circulation sanguine a différents
moments post-transplantation. Cette méthode permet la classification des HSCs en sous-
populations fonctionnellement différentes. Seules les HSCs a long terme (LT-HSCs) sont
en mesure de soutenir le systeme hématopoiétique pour toute la durée de vie d’un ani-
mal (Yilmaz et al., 2006a). Les HSCs a moyen terme (IT-HSCs) subsistent pendant 6
a 8 mois suivant la transplantation (Benveniste et al., 2010). Les HSCs a court terme
(ST-HSCs) persistent pendant seulement 4 a 6 semaines post-transplantation (Yang et
al., 2005). La capacité de maintenance des cellules progénitrices multipotentes (MPPs)
ne dépasse généralement pas 8 semaines post-transplantation (Morrison and Weissman,
1994). La méthode la plus rigoureuse pour évaluer le potentiel fonctionnel des LT-HSCs
est la transplantation en série, qui implique invariablement des divisions d’auto-renouvel-
lement (Rosendaal et al., 1979).

La méthode de reconstitution hématopoiétique compétitive (CRA) procure des in-
formations qualitatives et semi-quantitatives quant a la capacité de reconstitution des
HSCs. La CRA s’effectue en comparaison avec des cellules de moelle osseuse compé-
titrices (Harrison, 1980). Le nombre d’unités de reconstitution hématopoiétique (RU)
dans I’échantillon testé est généralement déterminé en divisant le niveau de reconstitution
dérivé des cellules du donneur par le niveau de reconstitution dérivé des cellules du rece-
veur, a condition que le nombre de cellules de moelle osseuse compétitrices soit compris
entre 1x10° et 2x107, et en multipliant le nombre de RU testées par le nombre de RU (n)
compétitrices, ou n=1x10° cellules de moelle osseuse totale (Harrison et al., 1993). Tou-
tefois, la CRA ne définit pas précisément le nombre absolu de HSCs dans un échantillon

donné.

Le décompte précis des HSCs ne peut étre réalisé qu’en utilisant un test de dilution
limite (LDA) (Szilvassy et al., 1990). En bref, la fréquence des HSCs, ou des unités de re-
constitution hématopoiétique compétitive (CRUs), peut tre estimée a partir des données
obtenues suite a la transplantation d’une série de dilutions différentes de I’échantillon a
tester en présence d’un nombre défini de cellules compétitrices de moelle osseuse. Typi-
quement, une reconstitution est considérée positive lorsque qu’au moins 1% des cellules
dérivées du donneur se retrouvent a la fois dans les lignées myéloides et lymphoides, 3
a 4 mois post-transplantation. Plus simplement, une reconstitution érythroide indique
sans faute qu’il y a eu reconstitution myéloide et lymphoide (Iscove N, communication
orale). La fréquence en CRUs est mesurée en utilisant la méthode statistique de Poisson,
qui considere qu'une seule HSC est a I’origine de la reconstitution du systeme hémato-

poiétique lorsque 63% des individus receveurs sont positivement reconstitués pour une
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dilution donnée.

Cependant, le test ultime pour le décompte des HSCs demeure le LDA avec trans-
plantation dans des souris mutantes W41/W41, qui ont une réponse défectueuse au fac-
teur de cellule souche (SCF) et qui sont par conséquent déficientes en HSCs (Miller et
al., 1997). Ce systeme, avec lequel le taux de reconstitution hématopoiétique est typi-
quement de 25 a 50%, est considéré « quantique » ou sans équivoque. Par conséquent,
ce systeme est beaucoup plus fiable que celui des souris de type sauvage qui s’appuie sur
un seuil arbitraire de 1%, ou méme parfois de 0,1%, pour déterminer la positivité d’une

reconstitution hématopoiétique.

En ce qui a trait aux HSCs humaines, la souche de souris receveuse la plus efficace
jusqu’a maintenant pour déterminer le nombre de CRUs humaines est la souris diabéti-
que non obese (NOD) immunodéficiente combinée sévere (SCID) mutante pour IL2RG
(NSG). Les souris NSG permettent une greffe de cellules hématopoiétiques hétérologues
beaucoup plus efficacement qu’avec n’importe quel autre modele de rongeur immunodé-
ficient (Ito et al., 2002).

2.3 Discrimination Phénotypique

De récents progres ont permis de purifier des HSCs murines et humaines en utili-
sant des méthodes basées sur le tri de cellules activées par fluorescence (FACS) et des
combinaisons complexes de marqueurs de surface cellulaire. Ces avancées ont amélioré
I’analyse des HSCs au niveau clonal et ont changé notre perception de la HSC d’un point
de vue conceptuel et qualitatif a un point de vue réaliste et quantitatif. Dans la moelle os-
seuse de souris adulte, toutes les HSCs fonctionnelles se trouvent dans la sous-population
KIT*LinScal* (KLS), qui est néanmoins trés hétérogéne. En effet, moins de 10% des
cellules KLS ont la capacité de reconstituer un systéme hématopoiétique entier chez des

souris irradiées, pendant de longues périodes de temps.

Cependant, des marqueurs de surface supplémentaires peuvent étre utilisé€s en com-
binaison pour obtenir des fractions de HSCs plus pures comme THY 1 (CD90) (Goldsch-
neider et al., 1978), CD34 (Baines et al., 1988), FLT3 (CD135) (Matthews et al., 1991) et
SLAM (CD150, CD244, CD48 et CD41) (Kiel et al., 2005) (Figure 2.1). Par exemple,
les LT-HSCs (CD34 FLT3'KLS) peuvent étre séparées des ST-HSCs (CD34*FLT3 KLS)
et des MPPs (CD34*FLT3*KLS) (Yang et al., 2005). En outre, la capacité d’expulser des
colorants se fixant aux mitochondries ou a I’ADN, tels que la rhodamine 123 (Rho123)
ou Hoechst 33342, respectivement, peut €tre utilisée afin d’améliorer la purification des
HSCs (Li and Johnson, 1992; McAlister et al., 1990). Selon des études de reconstitution

clonale de cellules individuelles, les cellules KLS peuvent étre séparées en LT-HSCs et
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en ST-HSCs en se basant sur I’expression de CD34 et de FLT3 ainsi que sur I’exclusion
de Rho123. De plus, la fraction de LT-HSCs peut étre séparée de celle des IT-HSCs selon
I’expression différentielle de CD49b (Benveniste et al., 2010).

En fait, la sous-population de HSCs fonctionnelles la plus pure signalée a ce jour
chez la souris présente le phénotype CD150*CD48 CD41 KLS avec une fréquence de re-
constitution multipotente a long terme de 47% (Kiel et al., 2005). Autrement dit, une cel-
lule sur deux est une LT-HSC. Dans le foie feetal murin, 37% des cellules CD150*CD48-
Lin'Scal*CD11b* arborent un potentiel de reconstitution du systeme hématopoiétique a
long terme (Kim et al., 2006). En dépit de ces progres considérables, il est encore impos-

sible de définir une LT-HSC exclusivement par I’expression de marqueurs de surface.

Chez I’humain, I’isolation prospective de HSCs peut étre effectuée en triant la sous-
population CD34*CD90*Lin", qui démontre une capacité clonogénique enrichie et génere
une descendance myéloide et lymphoide lors de culture a long terme in vitro (Baum et
al., 1992). La concentration des HSCs humaines au sein de la population CD34* peut
également €tre accrue en excluant les cellules qui expriment le marqueur de surface CD38
(Terstappen et al., 1991) et CD45RA (Mayani et al., 1993). En fait, il a ét€ démontré par
dilution limite que les cellules capables de reconstituer le systeme sanguin de souris NOD/
SCID (SRCs) résident dans la fraction CD34*CD38- a une concentration de une SRC par
617 cellules (Bhatia et al., 1997). Récemment, une étude sur I’expression différentielle
de molécules d’adhésion entre une sous-population enrichie en HSCs humaines (CD90*)
et une sous-population appauvrie (CD90) a identifié ITGA6 (CD49f) comme étant le
seul marqueur de surface exprimé a un niveau supérieur au sein de la fraction CD90*
(Notta et al., 2011). En utilisant des techniques de transplantation de cellule unique et
en série dans des souris immunodéficientes, ces auteurs ont estimé a 28% la fréquence
en LT-HSCs dans la sous-population CD90*Rho*CD49f*, ce qui représente un progres

significatif dans le domaine de la purification des HSCs humaines.

Bien que la quantification des HSCs basée sur des marqueurs de surface soit tres
précise avec des cellules fraichement isolées, elle devient beaucoup moins fiable pour
la majorité des marqueurs de surface avec des HSCs cultivées in vitro. En effet, les
conditions de culture in vitro placent les cellules sous d’intenses pressions sélectives qui
peuvent induire des changements imprévus au niveau de I’immunophénotype, souvent
par I’internalisation ou la dégradation des marqueurs de surface (Uchida et al., 2003). En
conséquence, les propriétés fonctionnelles devraient avoir la priorité sur I’expression des

marqueurs de surface quant a la quantification des HSCs.
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2.4 Cinétique de Prolifération

L’hypothese de la succession clonale a été proposée il y a plus de 45 ans. Elle im-
plique que seulement un ou quelques clones de HSCs donnent naissance a des cellules
sanguines matures a tout moment, et que les autres HSCs au repos ne contribuent pas a
I’hématopoiese jusqu’a ce que la capacité de prolifération du clone actif soit épuisée (Kay,
1965). Cette hypothese fut confirmée par des expériences de marquage rétroviral durant
lesquelles seulement un ou quelques clones de LT-HSCs contribuaient a la production de
cellules sanguines a tout moment (Capel et al., 1989; Lemischka et al., 1986; Snodgrass
and Keller, 1987). Cependant, il faut se rappeler que la méthode de reconstitution héma-
topoiétique n’est peut-€tre pas la plus approprié€e pour tester I’hypothese de la succession

clonale car elle n’est pas représentative de I’hématopoicse a 1’état stable.

En dépit de I’hypothese de la succession clonale, il a été démontré que plusieurs
HSCs peuvent contribuer simultanément a ’hématopoiese chez des souris chimériques
dans lesquelles les HSCs ont été dérivées de cellules ES (Harrison et al., 1987). En utili-
sant une méthode d’incorporation de bromodésoxyuridine (BrdU) a I’ADN, certains ont
exploré la possibilité que seuls certains sous-groupes de HSCs sont actifs a différentes
périodes au cours de la vie d’un animal (Cheshier et al., 1999). Les résultats de ces ex-
périences ne confirment pas 1’hypothése de la succession clonale car ils montrent que les
LT-HSCs entrent en cycle cellulaire de maniere asynchrone et que 99% d’entre elles se
divisent tous les 57 jours en moyenne. Ainsi, aucun sous-ensemble de LT-HSCs ne sem-

ble demeurer quiescent pendant de longues périodes de temps.

Des souris transgéniques exprimant une protéine de fusion de 1’histone H2B avec la
protéine fluorescente verte (GFP-H2B) semblent permettre une analyse plus précise que
la méthode d’incorporation de BrdU en ce qui a trait a I’histoire proliférative des HSCs
(Foudi et al., 2009). Par exemple, pratiquement toutes les HSCs sont fluorescentes avec
une intensité plus élevée. De plus, le taux de prolifération des HSCs est étonnamment
hétérogene. Environ 20% des HSCs se divisent a un taux extrémement faible (0,8 a 1,8%
par jour). Ces résultats sont compatibles avec les conclusions de 1’étude de 1’incorpo-
ration de BrdU, a savoir que toutes les HSCs entrent en division cellulaire un jour ou

I’autre. L’hypothese de la succession clonale semble donc invalide.

Chez I’humain, le taux de prolifération moyen des HSCs in vivo est plus difficile
a évaluer étant donné que les méthodes d’irradiation et de reconstitution hématopoiéti-
que utilisées chez la souris ne sont pas moralement admissibles chez des humains sains.
Toutefois, une étude récente sur le rapport d’échange du chromosome X maternel/pater-
nel dans des cellules sanguines féminines a révélé que le taux de réplication des HSCs

humaines est en moyenne une fois toutes les 40 semaines (Catlin et al., 2011). Ainsi, ce
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taux est plus faible que celui observé chez les primates non humains, qui est établi a une
fois par 25 semaines (Shepherd et al., 2007). Le taux de réplication des HSCs humaines
est également beaucoup plus faible que celui observé chez le chat ou chez la souris, qui a

été calculé a une fois par 8,3 et 2,5 semaines, respectivement (Abkowitz et al., 2000).

2.5 Destin Cellulaire

La division d’une HSC génére habituellement deux cellules-filles qui adoptent ou
non des propriétés différentes de celles de la cellule-mere. Si elles ne le font pas, chaque
cellule-fille échappe a la différenciation et demeure pratiquement identique a la cellule-
mere, par division symétrique d’auto-renouvellement (Figure 2.2A). Ce type de division
cellulaire se produit fréquemment au cours du développement, ou lors de reconstitution
hématopoiétique, et conduit a une expansion de la taille de la réserve en cellules souches.
En revanche, un épuisement de cette réserve est observé lorsque les deux cellules-filles
acquierent des propriétés différentes de celles de la cellule-mere, ou se différencient, par

division symétrique de différenciation (Figure 2.2C).

En condition de stress, la taille de la réserve de HSCs peut €tre maintenue grace a

Figure 2.2 La taille de la réserve de
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un équilibre finement contr6lé entre les divisions symétriques d’auto-renouvellement et
de différenciation. Mais en condition normale, il est généralement présumé qu’une cellu-
le-mere donne naissance a une cellule-fille identique et a une cellule-fille différenciée, par
division asymétrique (Figure 2.2B). Ce processus homéostatique maintient un nombre

constant de HSCs dans le temps.

Deux mécanismes différents peuvent conduire a une division asymétrique des cel-
lules souches (Figure 2.3). Premierement, I’asymétrie peut se produire avant que la di-
vision cellulaire ne soit terminée, par asymétrie divisionnelle. L’asymétrie divisionnelle

implique que les déterminants du destin cellulaire sont préférentiellement séquestrés a
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une seule des deux cellules-filles, avec 1’aide de 1’orientation du plan de clivage, don-
nant naissance a une cellule souche et a une cellule différenciée (Figure 2.3A et B). Ce
mécanisme est bien documenté chez la mouche Drosophila melanogaster et chez le ver
Caenorhabditis elegans (Roegiers and Jan, 2004). Deuxiemement, 1’asymétrie peut se
produire apres que la division cellulaire soit complétée, par asymétrie environnementale.
L’asymétrie environnementale implique que les deux cellules-filles trempent dans dif-
férents microenvironnements locaux et soient mises en contact avec différents signaux
externes (Figure 2.3D). Bien que la division asymétrique environnementale génere deux
cellules-filles identiques, une seule demeure souche a 1’endroit de la division tandis que
I’autre est relocalisée dans un microenvironnement différent et entre en contact avec des
facteurs stimulant la différenciation (Ohlstein et al., 2004). Les divisions de cellules sou-
ches adultes chez les vertébrés sont plutdt difficiles a visualiser in vivo, mais il est pos-
sible que les HSC:s utilisent a la fois la division asymétrique divisionnelle et la division

asymétrique environnementale pour produire des cellules différenciées.

Figure 2.3 La division
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interaction avec le microenvironnement (D). S=cellule souche; D=cellule différenciée

Tel que mentionné ci-dessus, les décisions relatives au destin cellulaire peuvent
étre intrinsequement régies par la séquestration différentielle de déterminants du destin
cellulaire, mais peuvent également étre influencées par un réseau complexe de molécules
présentes dans le microenvironnement, communément appelé « niche », ou résident ha-
bituellement les HSCs.
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2.5.1 Niche

En général, la niche représente un endroit ou vivent les cellules souches étroitement
liées a une ou plusieurs cellules nourricieres. Les cellules souches sont maintenues dans

leur niche en un réservoir de taille définie.

Le concept d’une niche essentielle a maintenance des HSCs a d’abord été postulé
suite a I’étude de deux souches de souris devenues déficientes en mastocytes par mutations
spontanées, c’est-a-dire la souche W (Russell, 1949) et la souche S1 (Mayer and Green,
1968). Trois observations majeures ont été relevées : 1) le systéme hématopoiétique des
souris mutantes W, mais pas des S1, est reconstitué suite a la transplantation de cellules
de moelle osseuse provenant de souris de type sauvage; 2) le systéme hématopoiétique de
souris de type sauvage ou mutantes S1 n’est pas reconstitué lorsque les cellules de moelle
osseuse provenant de souris mutantes W sont transplantées; 3) le systéeme hématopoiéti-
que de souris mutantes W est reconstitué lorsque les cellules de moelle osseuse provenant
de souris mutantes S1 sont transplantées. De ces observations, il fut conclu que le géne
sur le locus W est nécessaire pour la fonction des HSCs et que le géne sur le locus S1 est
essentiel pour les cellules microenvironnementales non hématopoiétiques requises pour
I’hématopoiese (Jarboe and Huff, 1989). Le géne mystérieux situé sur le locus W a été
finalement identifié comme étant KIT (Nocka et al., 1989) et le géne situé sur le locus S1
a été identifié comme étant que le ligand de KIT, ¢’est-a-dire SCF (Zsebo et al., 1990). A
cette époque, il devint €vident que des interactions directes entre les HSCs et la niche sont

cruciales pour la préservation du systéme hématopoiétique.

Dans cette optique, « I’hypotheése de la niche » a postulé, il y a plus de 30 ans, que
le contact intime entre les HSCs et les cellules de la moelle osseuse était responsable de
la préservation de la capacité de prolifération des HSCs (Schofield, 1978). Cette ho-
méostasie maintient un nombre défini de LT-HSCs en quiescence qui servent de réserve
de cellules souches prétes a €tre activées a tout moment en réponse a des signaux de 1é-
sions hématopoiétiques (Adams and Scadden, 2006). Curieusement, le nombre absolu de
HSCs par individu semble étre conservé entre especes de taille trés différentes telles que
la souris, le chat et I’homme, c’est-a-dire environ 11 000 HSCs par individu (Abkowitz
et al., 2002).

Différentes niches peuvent abriter des HSCs a différentes étapes du développement
de I’organisme comme le sac vitellin, la région aortique, le placenta et le foie foetal. Par
contre, les LT-HSCs adultes vivent principalement dans les niches endostéales (Zhang et
al., 2003) et endothéliales (Kiel et al., 2005) de 1a moelle osseuse. Différentes stratégies
de marquage in vivo ont révélé la localisation et 1’attachement physique des HSCs au ni-

veau de la cavité endostéale et de la vascularisation des os (Lo Celso et al., 2009; Nilsson
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et al., 2001; Xie et al., 2009).

Les HSCs sont périodiquement en mouvement griace a des extensions membra-
naires hautement dynamiques et a une motilité rapide (Frimberger et al., 2001). En fait,
les HSCs peuvent quitter et regagner leur niche a tout moment en réponse a des signaux
spécifiques. Ces mécanismes sont connus sous le nom de mobilisation et de retour a
la niche. Les HSCs qui se trouvent dans la circulation sanguine sont recrutées dans
les capillaires de la moelle osseuse et migrent a travers I’endothélium jusqu’aux niches
hématopoiétiques extravasculaires de la moelle osseuse (Nilsson and Simmons, 2004).
Certaines molécules d’adhérence de surface cellulaire sont essentielles pour le retour des
HSCs dans la niche de la moelle osseuse, comme les sélectines et les intégrines (Lapidot
et al., 2005). Par exemple, les HSCs déficientes en intégrine beta 1 (ITGB1) n’arrivent
pas a trouver leur chemin jusqu’a la niche de la moelle osseuse suite a une transplantation
(Potocnik et al., 2000).

2.5.1.1 Ostéoblastes

Différents types de cellules nourricieéres participent a la maintenance des HSCs
dans la niche de la moelle osseuse (Figure 2.4). L’étude de souris déficientes en Runx2
a révélé de graves problemes de développement des os ainsi qu’une défaillance hémato-
poiétique en raison d’une capacité de différenciation restreinte des ostéoblastes (Deguchi
et al., 1999). Cependant, ces souris présentent une hématopoiese extramédullaire fonc-
tionnelle. Par exemple, on a noté une augmentation de 3 fois du nombre d’unités formant
des colonies en culture (CFU-C) dans la rate des souris Runx2” par rapport aux souris
Runx2**a E18.5. Ces résultats suggerent que les ostéoblastes pourraient étre requis pour

le maintien des HSCs dans la niche de la moelle osseuse (Figure 2.4).

Par la suite, des études ont montré une corrélation directe entre le nombre d’ostéo-
blastes et de HSCs. Une de ces études a révélé une augmentation de 2,2 fois du nombre
de CRUs, accompagnée d’une augmentation de 3 fois du nombre d’ostéoblastes dans
des souris mutantes pour le géne Bmprla par rapport aux souris de type sauvage (Zhang
et al., 2003). De plus, les HSCs et les ostéoblastes étaient physiquement connectés par
la N-cadhérine (CDH?2) et la beta-caténine (CTNNBI1), ce qui suggere que ce contact
adhésif pourrait étre important pour soutenir la fonction des HSCs dans la niche de la
moelle osseuse. Une autre étude a montré que le traitement a I’hormone parathyroidienne
augmente le nombre d’ostéoblastes de 4 fois ainsi que la fréquence en LTC-IC de pres
de 3 fois, par amplification de la voie de signalisation Notch (Calvi et al., 2003). Aussi,
I’élimination sélective des ostéoblastes entraine une perte de 3 a 10 fois du nombre de
cellules KLS dans la moelle osseuse, accompagnée d’une hématopoiese extramédullaire

(Visnjic et al., 2004). Collectivement, ces résultats soutiennent I’hypothese selon laquelle
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Figure 2.4 Représentation schématique de la niche des HSCs dans la moelle osseuse.

Les interactions ligands/récepteurs entre les HSCs et les cellules stromales de la niche activent
des voies de signalisation qui influencent le destin des HSCs. ANGPT1=angiopoiétine 1;
BMPs=protéines morphogenes des os; HSC=cellule souche hématopoiétique; JAG1=Jagged1;
KIT=récepteur du facteur de cellule souche; MPL=protéine de la leucémie myéloproliférative;
MSC=cellule souche mésenchymateuse; SCF=facteur de cellule souche; TEK=récepteur tyrosine
kinase 2; TGFB=facteur de croissance transformant beta; THPO=thrombopoiétine

les ostéoblastes représentent un élément essentiel a la niche des HSCs (Figure 2.4).

2.5.1.2 Ostéoclastes

Les ostéoclastes semblent également jouer un role important dans la niche des HSCs

(Figure 2.4). Contrairement aux ostéoblastes, qui sont responsables de la formation de la
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matrice osseuse, les ostéoclastes sont responsables de la résorption de la matrice osseuse
et du relachement de quantités élevées de calcium li€ a I’hydroxyapatite. Ce calcium
interagit avec les détecteurs de calcium situés sur la surface des HSCs, ce qui est impor-
tant pour retenir les HSCs a proximité de la surface endostéale (Adams et al., 2006). Les
ostéoclastes sont directement impliqués dans la mobilisation des HSCs dans la circulation
sanguine en clivant le facteur dérivé de cellules stromales (CXCL12) a 1’aide la cathep-
sine K (Kollet et al., 2006). Fait intéressant, les ostéoclastes sont responsables du main-
tien de cellules leucémiques Ba/F3-p210 dans un état de dormance in vitro, probablement
par la sécrétion de facteur de croissance transformant beta (TGFB) (Yokota et al., 2010).
En outre, I’entrave a la fonction des ostéoclastes a 1’aide de bisphosphonate, un agent
anti-résorption qui induit sélectivement 1’apoptose des ostéoclastes, engendre une perte
significative du nombre de HSCs in vivo (Lymperi et al., 2011). Notamment, les auteurs
de cette étude suggerent que I’élimination des ostéoclastes pourrait mener a une réduction
de I’espace disponible dans la niche de la moelle osseuse, en dessous du minimum requis
pour un maintien adéquat du nombre de HSCs. Ce phénomeéne est couramment observé
chez des souris ostéopétrotique (Wiktor-Jedrzejczak et al., 1982). En dépit de ces consta-
tations, il est possible que la réduction de I’activité des ostéoclastes diminue le taux de
remplacement ou ’activit€ des ostéoblastes, et empéche donc la formation de nouvelle
niche ostéoblastique. Dans ce cas, le role des ostéoclastes dans la niche des HSCs serait
indirect. A cet égard, une étude récente a démontré qu’une perte d’activité des ostéoclas-
tes perturbe la formation de la niche des HSCs dans la moelle osseuse via une inhibition
spécifique de la différenciation des ostéoblastes (Mansour et al., 2012). Ces résultats in-
diquent que les ostéoclastes actifs sont essentiels a la formation de la niche ostéoblastique
des HSCs (Figure 2.4).

2.5.1.3 Macrophages

Les macrophages au sein de la moelle osseuse ont sensiblement un rdle a jouer dans
le maintien de la niche des HSCs (Figure 2.4). En effet, ’administration de facteur sti-
mulant la formation de colonies de granulocytes (CSF3) a des souris cause une réduction
du nombre de macrophages dans la moelle osseuse (Winkler et al., 2010). Cette perte
s’avere suffisante pour épuiser les ostéoblastes de I’endostéum et réduire la production de
CXCL12, de SCF et d’angiopoiétine 1 (ANGPT1). Tout cela a pour effet d’entrainer la
mobilisation des HSCs dans la circulation sanguine. Cependant, il reste a déterminer quel
facteur promeut la suppression des ostéoblastes car ceux-ci n’expriment normalement pas
le récepteur de CSF3 (CSF3R).

2.5.1.4 Cellules Souches Mésenchymateuses

Les cellules souches mésenchymateuses (MSCs) exprimant la nestine (NES) re-
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présentent aussi un élément important de la niche des HSCs (Mendez-Ferrer et al., 2010)
(Figure 2.4). Les MSCs NES* peuvent s’auto-renouveler en tant que mésenspheres non
adhérentes et se multiplier lors de transplantation en série. Ces cellules sont étroitement
associées aux HSCs dans la moelle osseuse. Une déplétion sélective des MSCs in vivo
entraine une perte de 50% des cellules CD150*CD48 KLS dans la moelle osseuse. Ces
résultats évoquent une nouvelle collaboration entre deux types différents de cellules sou-
ches adultes, c’est-a-dire les MSCs et les HSCs, dans I’établissement d’une nouvelle

niche pour les HSCs.

Collectivement, ces études convergent vers une méme réalité : 1a niche de la moelle
osseuse contient de nombreux facteurs qui sont extrinseques aux HSCs mais cruciaux
pour leur maintenance (Figure 2.4). L’intérét majeur pour les HSCs de demeurer asso-
ciées a leur niche est de maintenir un état de quiescence, ce qui préserve leur caractere

souche.

2.5.2 Quiescence

Malgré le vaste potentiel d’auto-renouvellement des HSCs observé lors d’expé-
riences de transplantation en série chez des souris irradiées, leur prolifération est limitée
en condition normale in vivo. La quiescence est maintenue par la niche afin de protéger
I’intégrité et le caractere souche des HSCs pour de longues périodes de temps. Tel que
mentionné précédemment, les HSCs murines entrent en cycle cellulaire environ une fois
tous les deux mois en moyenne (Cheshier et al., 1999). Cet état d’hibernation est préservé
grace a une signalisation dynamique d’une série de ligands, de récepteurs, de molécules
d’adhésion et de facteurs intracellulaires tels que TGFB (Fortunel et al., 2000), JAG1
(Calvi et al., 2003), ANGPT1 et TEK (Arai et al., 2004), CXCL12 et CXCR4 (Sugiyama
et al., 2006), SCF et KIT (Thoren et al., 2008), THPO et MPL (Qian et al., 2007), ELF4
(Lacorazza et al., 2006), CDC42 (Yang et al., 2007), PBX1 (Ficara et al., 2008), FBXW7
(Thompson et al., 2008) et HIF1A (Takubo et al., 2010) (Figure 2.4). En condition de
stress, une prolifération cellulaire non limitée peut conduire a un épuisement prématuré
des HSCs et a une défaillance générale du systeme hématopoiétique. Par exemple, les
souris déficientes en p21“?" (Cdknla), un médiateur important de la quiescence, présen-
tent un taux de prolifération cellulaire accru menant a I’épuisement des HSCs lors de

transplantation en série (Cheng et al., 2000).

Le regroupement de radeaux lipidiques a la surface cellulaire active une cascade
de signalisation sonnant le réveil des HSCs (Yamazaki et al., 2006). Les microdomaines
de radeaux lipidiques sont des plaques enrichies en cholestérol et en glycosphingolipides
au niveau de la membrane cytoplasmique. Ils agissent comme une plate-forme de lance-

ment pour plusieurs fonctions cellulaires telles que la signalisation de cytokines, le trafic
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membranaire et I’organisation du cytosquelette. Le regroupement de radeaux lipidiques
peut étre stimulé par des cytokines dans le but d’activer I’axe de signalisation PI3K-AKT-
FOXO et de contraindre les HSCs et les cellules progénitrices a proliférer (Yamazaki et
al., 2006). Inversement, I’entrave au regroupement de radeaux lipidiques inactive 1’axe
de signalisation PI3K-AKT-FOXO et force I’accumulation de facteurs de transcription
FOXO dans le noyau cellulaire, déclenchant I’hibernation des HSCs ex vivo. Fait intéres-
sant, ce phénomene partage des similitudes frappantes avec celui du stade dauer chez le
nématode Caenorhabditis elegans, qui se produit lorsque I’environnement est défavora-
ble en termes d’approvisionnement alimentaire, de température ou de reproduction (Fie-
lenbach and Antebi, 2008). Le stade dauer permet de survivre a des conditions séveres
pendant de longues périodes de temps. Ainsi, I’inhibition du regroupement de radeaux
lipidiques pourrait représenter un mécanisme de protection conservé entres especes au
cours de I’évolution afin d’éviter I’épuisement des cellules souches lorsque plongées dans

un microenvironnement hostile.

2.5.3 Interprétation des Stimuli Extracellulaires

Tel qu’avancé dans la section précédente, plusieurs molécules retrouvées dans le
microenvironnement externe des HSCs influencent littéralement leur sort. Ces molécu-
les peuvent €tre solubles, composantes de la matrice extracellulaire ou bien ancrées a la
membrane cytoplasmique des cellules adjacentes. Certaines molécules ont le pouvoir
d’activer des voies de signalisation intracellulaires dans les HSCs, de les forcer a entrer
en cycle cellulaire et de bloquer toute possibilité de différenciation, conduisant finalement

a I’auto-renouvellement.

Les premiceres tentatives de culture de HSCs in vitro ont été réalisées en utilisant
différentes combinaisons de cytokines hématopoiétiques et de facteurs de croissance in-
cluant I’érythropoiétine (EPO), le facteur de croissance de fibroblastes (FGF), le ligand de
FLT-3 (FLT3LG), le facteur de stimulation de colonies de granulocytes (CSF3), le facteur
de stimulation de colonies de granulocytes et de macrophages (CSF2), I'interleukine 1
(IL1), I’interleukine 3 (IL3), I’interleukine 6 (IL6), I'interleukine 11 (IL11), le facteur de
cellules souches (SCF) et la thrombopoiétine (THPO). Toutefois, la concoction parfaite
reste encore a déterminer puisque qu’aucune expansion concluante du nombre de HSCs
n’a été accomplie en culture a I’aide de ces facteurs. Bien que la prolifération des HSCs
soit fortement stimulée par ces facteurs extrinseques, la différenciation et 1’échec inhérent
de la reconstitution hématopoiétique surviennent au détriment de I’auto-renouvellement.
Néanmoins, plusieurs groupes de recherche ont développé des systemes de co-culture qui
tentent d’imiter la niche de cellules souches in vivo afin d’aider au maintien des capacités
d’auto-renouvellement des HSCs. Par exemple, certaines lignées de cellules stromales

peuvent fournir un microenvironnement riche en cytokines, en protéines de matrice extra-
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cellulaire et en molécules d’adhésion qui permet une meilleure conservation des proprié-
tés des HSCs (Charbord and Moore, 2005). Cependant, il n’est pas encore tout a fait clair

si le contact physique avec les cellules stromales est vraiment indispensable.

2.5.3.1 Voies de Signalisation des Cytokines

Les voies de signalisation des cytokines sont des médiateurs de signaux favori-
sant la survie, la prolifération et la différenciation des cellules hématopoiétiques. Les
cytokines ont des effets trés variés sur ’activité des HSCs. Nous allons nous concentrer
uniquement sur IL3, IL6, THPO et SCF.

2.5.3.1.1 IL3

’IL3 (interleukine 3) favorise la prolifération, la différenciation et la survie des
cellules myéloides et lymphoides (Ihle et al., 1981). Cependant, des effets opposés ont
été signal€s au niveau des HSCs comme une augmentation de la différenciation mais
aussi une augmentation de 1’auto-renouvellement (Ivanovic, 2004). Ces incohérences
sont probablement dues a ’utilisation de différentes sous-populations de cellules, a la
présence ou non de sérum dans le milieu de culture et a I'utilisation de combinaisons
différentes de cytokines. Néanmoins, le récepteur d’IL3 (IL3R) peut s’oligomériser lors
de la liaison du ligand IL3 et activer différentes cascades de signalisation (Blalock et
al., 1999). Par exemple, la voie de signalisation JAK-STAT peut étre activée par IL3 et
stimuler I’assemblage de la chaine beta d’IL3R avec STAT1, STAT3, STATS et STAT6.
Une fois phosphorylées, les protéines STAT sont relocalisées au noyau ou elles agissent
comme des facteurs de transcription (Ihle and Kerr, 1995). Plus de détails sont fournis
dans la section « 2.5.4.2 Facteurs de Transcription et Cofacteurs » sur les rdles des protéi-

nes STAT dans 1’auto-renouvellement des HSCs.

Les voies de signalisation RAS/MAPK et PI3K peuvent également €tre activées
par IL3. L’atténuation de I’activité de PTEN, un inhibiteur de la voie de signalisation
PI3K, induit une prolifération excessive et un épuisement prématuré des HSCs, en plus
d’une leucémie (Yilmaz et al., 2006b). Ces problemes peuvent étre corrigés a 1’aide
d’un traitement a la rapamycine, qui afflige les cellules initiatrices de leucémie (LICs) et
rétablit le fonctionnement normal des HSCs. Par conséquent, PTEN semble essentiel au
fonctionnement normal des HSCs, mais nuisible a celui des LICs. En fin de compte, tou-
tes les voies de signalisation déclenchées par IL3 génerent une augmentation de la trans-
cription des genes Myc, Fos, Piml, Osm et/ou Jun qui eux, supportent la prolifération et

la survie des cellules hématopoiétiques (Robin and Durand, 2010).
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2.5.3.1.2 IL6

L’IL6 (interleukine 6) est membre d’une famille de protéines, avec IL11 et LIF,
qui agissent par I’intermédiaire du transducteur de signaux GP130 (IL6ST). IL6 s’avere
indispensable a I’expansion du nombre de cellules KLS in vitro (Takizawa et al., 2003).
De plus, les souris qui n’expriment pas IL6ST ne survivent que quelques jours seulement
apres leur naissance et présentent un nombre considérablement réduit de cellules progé-
nitrices hématopoiétiques (Yoshida et al., 1996). Ces résultats suggerent qu’IL6 pourrait

avoir un impact positif sur I’expansion du nombre de HSCs in vivo.

2.5.3.1.3 THPO

La thrombopoiétine (THPO) est une cytokine qui contrdle le développement des
mégacaryocytes et la production de plaquettes par I’intermédiaire de son récepteur protéi-
ne de la leucémie myéloproliférative (MPL) (Kaushansky, 2003). Exprimée dans la niche
hématopoiétique, THPO est essentielle au maintien de la quiescence des HSCs (Figure
2.4). En effet, une pénurie de THPO ou de MPL entraine une diminution du potentiel
d’auto-renouvellement des HSCs (Kimura et al., 1998). MPL est un membre de la famille
des récepteurs de cytokines de type I, qui comprend également les récepteurs de I’EPO
et de CSF3. Lors de la liaison de THPO a MPL, la protéine tyrosine kinase JAK2 est
activée et devient un site d’ancrage pour une série de protéines de signalisation contenant
des domaines d’homologie Src 2 (SH2). Une déficience en JAK2 empéche les cellules
hématopoiétiques du foie feetal de répondre a THPO ou a EPO, et provoque 1’anémie chez
les souris a E12.5 (Parganas et al., 1998).

SH2B3 est une protéine qui déstabilise le complexe MPL/JAK2. Les HSCs défi-
cientes en SH2B3 présentent une amplification de I’activité de JAK2 ainsi qu’une capa-
cité accrue d’auto-renouvellement en réponse a THPO (Bersenev et al., 2008). En consé-
quence, I’axe de signalisation THPO/MPL/JAK2/SH2B3 semble essentiel a I’activité des
HSCs.

2.5.3.1.4 SCF

Le facteur de cellules souches (SCF) et son récepteur KIT sont a la téte d’une voie
de signalisation primordiale dans la niche hématopoiétique (Figure 2.4). L’interaction
SCF/KIT est associée a plusieurs réponses cellulaires incluant la survie, la prolifération,
la différenciation, 1’adhérence, la migration et le retour a la niche (Ashman, 1999). KIT
est un membre de la sous-famille des récepteurs tyrosine kinase de type III, qui comprend
également les récepteurs de CSF1, FLT3 et PDGF (Zsebo et al., 1990). Tel que discuté
dans la section « 2.5.1 Niche », SCF et KIT sont essentiels a la fonction des HSCs. Une

seule mutation dans le domaine tyrosine kinase de KIT, nommée « W41 », diminue radi-
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calement I’intensité de cette voie de signalisation (Herbst et al., 1992). Curieusement, ce
déclin est plus prononcé dans la moelle osseuse adulte que dans le foie foetal. En plus, les
HSCs feetales se contentent d’une concentration en SCF 10 fois plus faible que les HSCs
adultes pour I’activation de KIT (Bowie et al., 2007). Ces résultats indiquent que la ca-

pacité d’auto-renouvellement des HSCs dépend de leur sensibilité a SCFE.

2.5.3.2 Voie de Signalisation Notch

Des études d’expression génétique ont suggéré un role possible pour la voie de signa-
lisation Notch dans la régulation de 1’activité des HSCs parce que le récepteur NOTCH1
(Milner et al., 1994) et son ligand JAG1 (Karanu et al., 2000) sont tous les deux exprimés
dans la niche de la moelle osseuse (Figure 2.4). La liaison de JAG1 a NOTCH]1 favorise
le clivage et la libération du domaine intracellulaire de NOTCH1 (ICN) par I’intermé-
diaire du complexe sécrétase gamma associé a la membrane. Par la suite, ICN pénétre
dans le noyau, se lie au corépresseur de transcription RBPJ et le convertit en coactivateur
en association avec MAML1, ce qui initie I’expression de génes cibles (Wu et al., 2000).
Des expériences de reconstitution hématopoiétique ont montré que 1’activation soutenue
de la voie de signalisation Notch augmente la capacité d’auto-renouvellement des HSCs
(Stier et al., 2002). L’augmentation du nombre de HSCs était vraisemblablement causée

par un blocage de différenciation et un accroissement de 1I’auto-renouvellement.

La surexpression du géne Hes!, une cible en aval de la voie de signalisation Notch,
semble conduire a une expansion du nombre de cellules CD34KLS in vitro, tel qu’évalué
phénotypiquement (Kunisato et al., 2003). Cependant, les propriétés fonctionnelles de
ces cellules n’ont pas été évaluées in vivo par des expériences de transplantation. Comme
mentionné précédemment dans la section « 2.3 Discrimination Phénotypique », des chan-
gements imprévus dans 1I’immunophénotype des cellules peuvent survenir aprés avoir
fait face aux pressions sélectives des conditions de culture in vitro (Uchida et al., 2003).
Ce phénomene peut invalider toute conclusion quant a la quantification phénotypique de
I’expansion du nombre de HSCs et de cellules progénitrices in vitro. Ainsi, il est possible

que seules les cellules progénitrices aient proliféré lors de la surexpression de Hes!.

Lorsque Calvi et al. ont suggéré que les ostéoblastes pourraient faire partie de la
niche fonctionnelle des HSCs, tel que discuté dans la section précédente « 2.5.1.1 Os-
téoblastes », I’augmentation du nombre de HSCs dans leur étude était accompagnée de
niveaux €levés de JAG1 produits par les ostéoblastes et d’une activation de NOTCH1
(Calvi et al., 2003). En outre, le blocage de la voie de signalisation Notch augmente le
taux de différenciation des cellules KLLS dans la moelle osseuse (Duncan et al., 2005).
Chez I’humain, une expansion d’environ 16 fois du nombre de cellules reconstituant les

souris NOD-SCID (SRCs) a été détectée lorsque des cellules de sang de cordon ombilical
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CD34* étaient co-cultivées avec une forme immobilisée du ligand DLL1 (Delaney et al.,
2010).

Malgré cela, des HSCs déficientes en NOTCHI1 sont capables de reconstituer le sys-
teme hématopoiétique de souris déficientes en JAG1 (Mancini et al., 2005). Ce constat
suggere que la voie de signalisation Notch n’est pas nécessaire pour 1’activité normale
des HSCs in vivo et que d’autres récepteurs et ligands de la famille Notch pourraient
compenser pour la perte de NOTCHI et de JAG1. Dans le but d’éliminer les effets re-
dondants potentiels, une équipe de recherche a systématiquement inhibé tous les signaux
Notch d’un seul coup (Maillard et al., 2008). Ils ont constaté que la voie de signalisation
canonique Notch a I’intérieur des HSCs n’est pas requise pour leur bon fonctionnement.
En contraste avec les études précédentes, Notch ne semble pas représenter un régulateur
essentiel de I’auto-renouvellement des HSCs chez la souris, méme s’il peut y jouer un

certain rdle.

2.5.3.3 Voie de Signalisation Wnt

L’implication de la voie de signalisation Wnt dans la régulation de ’activité des
HSCs a été suggérée suite a des études d’expression de différentes protéines Wnt dans des
cellules hématopoiétiques foetales (Austin et al., 1997). La voie de signalisation canoni-
que de Wnt référe a la liaison de protéines Wnt a des complexes récepteurs et co-récep-
teurs (Frizzled et LRP5/6), ala stabilisation subséquente de CTNNBI1 et sa translocation

dans le noyau, ainsi qu’a ’activation de genes cibles par le complexe CTNNB1/TCFE.

Des résultats variables sont parfois observés lors de 1’analyse du réle de CTNNB1
dans les HSCs. En effet, la surexpression d’une forme activée de CTNNB1 semble me-
ner a une expansion de 2 a 3 log du nombre de HSCs en culture a long terme, en plus
d’augmenter I’expression de HOXB4 et de NOTCHI (Reya et al., 2003). Etonnamment,
une autre étude a démontré que 1’activation conditionnelle de CTNNB1 in vivo peut
conduire a la perte de la capacité de reconstitution hématopoiétique des HSCs (Kirstetter
et al., 2006). Les causes de ces contradictions demeurent encore floues. Il est possible
que I’'impact de CTNNB1 sur I’expansion du nombre de HSCs soit dépendant des condi-
tions de culture utilisées dans chaque étude. En dépit de ces résultats, 1’inactivation de
CTNNBI1 ne pose pas de probleme d’auto-renouvellement des HSCs (Cobas et al., 2004).
Donc, CTNNBI1 n’est pas nécessaire pour une hématopoiese normale. Encore une fois, il
est possible que des mécanismes redondants soient actifs in vivo pour compenser la perte
de CTNNBI.

Les protéines Wnt sont non seulement exprimées dans les cellules hématopoiéti-

ques primitives, mais elles le sont également dans les cellules stromales humaines foetales
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et adultes (Van Den Berg et al., 1998). Cette constatation souléve la possibilité que les
protéines Wnt aient un impact sur 1’activité¢ des HSCs de maniere paracrine et autocrine
(Figure 2.4). En ce sens, I’ajout d’une version recombinante stable de Wnt3a dans le mi-
lieu de culture des HSCs semble favoriser leur auto-renouvellement (Willert et al., 2003).
De plus, en inhibant la voie Wnt canonique spécifiquement dans les ostéoblastes, on a
noté une diminution de I’expression de CDKNI1A dans les HSCs ainsi qu’une activation
accrue du cycle cellulaire suivie d’une incapacité de reconstitution hématopoiétique des
HSCs (Fleming et al., 2008). Bien que Wnt soit inhibé dans les ostéoblastes, les effets
négatifs observés dans les HSCs sont irréversibles méme lorsqu’elles sont transplantées
dans une souris normale. Par conséquent, la voie de signalisation Wnt dans la niche
semble essentielle pour la restriction de la prolifération et pour le maintien des propriétés
fonctionnelles des HSCs. Globalement, ces résultats suggerent que les effets de Wnt sur
les HSCs peuvent varier considérablement en fonction du contexte. Un effet biphasique
de Wnt sur le cycle cellulaire est possible. Une modulation fine de I'intensité de signa-
lisation de la voie Wnt pourrait également €tre nécessaire au niveau de maintien de la

quiescence des HSCs.

2.5.3.4 Voie de Signalisation Smad

Les signaux transmis par la superfamille TGFB, incluant les activines et les pro-
téines morphogenes des os (BMPs), sont intégrés dans le noyau cellulaire via la phos-
phorylation des protéines SMAD1, SMAD2, SMAD3, SMADS et SMADS (R-SMADs)
(Blank and Karlsson, 2011). Aussitot phosphorylées, les R-SMADs se lient a SMAD4
pour former un complexe qui infiltre le noyau dans le but de contr6ler la transcription de
genes cibles. L’implication de TGFB dans I’activité des HSCs fut suggérée suite a 1’ob-
servation que les récepteurs BMPs et les protéines SMADs y sont exprimés (Bhatia et
al., 1999). Cette voie est bien connue pour ses réles dans 1’inhibition de la prolifération
cellulaire en général. Etant donné que les LT-HSCs sont normalement maintenues dans
un état de quiescence relative, TGFB est soupconné d’étre un régulateur majeur de cet
état in vivo (Figure 2.4).

L’inhibition de SMADS5, un médiateur de la voie de signalisation Smad, se traduit
par une augmentation du nombre de cellules formant des colonies a haut potentiel prolifé-
ratif (HPP-CFCs) provenant du sac vitellin ou de cellules ES en culture (Liu et al., 2003).
Cependant, la perte de SMADS n’a aucun effet décelable in vivo sur I’activité des HSCs
ni sur I’hématopoiese en gé€néral chez la souris adulte (Singbrant et al., 2006). En consé-
quence, SMADS pourrait agir spécifiquement lors du développement et non chez 1’adulte.
Il est également possible que des mécanismes redondants s’activent pour compenser la
perte de SMADS chez I’adulte.
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Les SMADs inhibiteurs, incluant SMADG6 et SMAD7, fonctionnent en boucle de ré-
troaction négative pour paralyser la voie de signalisation Smad. A cet égard, I’inhibition
de la signalisation Smad libére des cellules progénitrices hématopoiétiques primitives de
leur quiescence grace a une régulation positive de FLT3 et du récepteur d’IL6 (Fortunel et
al., 1998), ou encore par I’intermédiaire d une régulation négative de CDKN1A (Ducos et
al., 2000) ou de CDKNI1C (Scandura et al., 2004). Lorsque SMAD7 est surexprimé dans
des HSCs murines, une augmentation significative de la capacité d’auto-renouvellement
des HSCs est mesurée lors de tests de transplantation in vivo (Blank et al., 2006). En
d’autres termes, la voie de signalisation Smad semble €tre négative pour I’auto-renouvel-
lement des HSCs.

Toutefois, lorsque la voie de signalisation Smad entiere est inhibée par la délétion
conditionnelle de Smad4, une diminution significative de la capacité de reconstitution des
HSCs est observée (Karlsson et al., 2007). Ces résultats suggerent que SMAD4 est néces-
saire pour I’auto-renouvellement des HSCs in vivo, par un mécanisme encore inconnu, en

dépit de son role d’effecteur principal de la voie de signalisation Smad.

Par ailleurs, la voie de signalisation TGFB-FOXO est importante pour le maintien
des cellules initiatrices de leucémie (LICs) dans la leucémie myéloide chronique (CML)
(Naka et al., 2010). Lors d’'une CML, la tyrosine kinase constitutivement active BCR-
ABL stimule AKT et supprime la localisation nucléaire de FOXO. Cette exclusion du
noyau conduit a une augmentation de la prolifération et a une inhibition de 1’apoptose.
La CML est couramment traitée avec 1’imatinib, qui est un inhibiteur de tyrosine kinase.
Malheureusement, le traitement a 1’imatinib n’élimine pas les LICs et provoque une re-
chute de la CML. Etrangement, la localisation nucléaire de FOXO3 est essentielle pour
supprimer 1’apoptose et maintenir les LICs (Naka et al., 2010). En fait, TGFB interfere
avec l’activité d’AKT dans les LICs et conduit a la rétention de FOXO3 dans le noyau.
Ce phénomene survient seulement dans les LICs, méme si BCR-ABL est exprimé dans
toutes les cellules de la CML. Donc, FOXO3 a des effets opposés sur la survie des LICs
et des cellules non initiatrices de leucémie. Ces résultats suggerent I’existence d’un mé-
canisme de dormance et de résistance aux stress conféré par TGFB a la fois dans les LICs
et dans les LT-HSCs normales.

2.5.3.5 Voie de Signalisation ANGPT1/TEK

La voie de signalisation ANGPT1/TEK est déterminante pour le maintien de la
quiescence des HSCs dans la niche de la moelle osseuse (Arai et al., 2004) (Figure 2.4).
Dans les faits, les HSCs exprimant le récepteur tyrosine kinase TEK vivent physique-
ment attachées aux ostéoblastes dans un état quiescent et anti-apoptotique. D’autre part,
I’activation de TEK par son ligand ANGPT1 préserve le potentiel de reconstitution hé-
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matopoiétique a long terme des HSCs in vivo et protege les HSCs contre un stress myé-
losuppressif. Selon des expériences de délétion génétique, 1’expression de TEK dans
des souris adultes est régie par le facteur de transcription ETV2, qui est requis pour la
maintenance des HSCs (Lee et al., 2011).

Une expansion de 24 a 30 fois du nombre de LT-HSCs a été détectée en co-culture
avec des cellules de foie feetal murines CD3* exprimant spécifiquement les protéines
ressemblant a I’angiopoiétine ANGPTL2 et ANGPTL3 (Zhang et al., 2006). En outre,
les HSCs transplantées dans des souris déficientes en ANGPTL3 présentent de faibles
capacités de reconstitution hématopoiétique, ce qui suggere que ANGPTL3 est un fac-
teur extrinseque important pour I’entretien des HSCs dans la niche de la moelle osseuse
(Zheng et al., 2011). Néanmoins, le mécanisme moléculaire par lequel la protéine AN-
GPTL3 augmente I’activité des HSCs demeure inconnu. Donc, il est possible que I’im-
pact des ANGPTLs sur I’expansion du nombre de HSCs soit indirect in vivo, par le biais
d’autres types cellulaires. Ce serait bien d’analyser I’'impact des ANGPTLs sur I’activité
des HSCs humaines car I’identification de facteurs d’expansion extrinseques des HSCs

humaines représente un intérét colossal en clinique.

2.5.3.6 Voie de Signalisation FGF

Les facteurs de croissance des fibroblastes (FGFs) appartiennent a une grande fa-
mille de facteurs de signalisation qui sont importants pour le développement et pour la
vie adulte. Lors de I’émergence du systeme hématopoiétique, la voie de signalisation
FGF est essentielle a la prolifération des hémangioblastes, ancétres communs des cellules
hématopoiétiques et endothéliales (Faloon et al., 2000). Les cellules ES mutantes pour
le récepteur Fgfrl présentent un potentiel réduit de différenciation hématopoiétique. Les
LT-HSCs expriment FGFR1 chez la souris mais perdent rapidement cette expression lors
de la différenciation en cellules progénitrices (de Haan et al., 2003). L’addition de FGF1
en culture, sans sérum, provoque une augmentation de 24 fois de la fréquence en CRUs
(de Haan et al., 2003). De surcroit, FGF2, seul ou en combinaison avec FGF1, préserve
la capacité de reconstitution a long terme des HSCs en culture sans sérum (Yeoh et al.,
2006). Ces résultats élargissent davantage I’éventail de méthodes disponibles pour am-

plifier le nombre de HSCs non manipulées génétiquement.

Toutes les voies de signalisation susmentionnées peuvent influencer I’activité des
HSCs. Elles représentent des messagers qui relient les facteurs extrinseques de la niche

et les instructions décisives a €tre livrées au noyau.
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2.5.4 Traitement des Instructions dans le Noyau

Un changement de comportement cellulaire, en réponse a des signaux provenant de
la niche, inclut entre autre des variations dans le profil d’expression génétique ainsi que
des modifications post-traductionnelles des protéines. Ultimement, ces changements ont
une incidence sur le sort final des cellules grace a I’action concertée d’effecteurs tels que
les régulateurs du cycle cellulaire, les facteurs de transcription et cofacteurs, les modifi-

cateurs €pigénétiques et les microacides ribonucléiques (miARNSs).

2.5.4.1 Régulateurs du Cycle Cellulaire

Le contréle rigoureux du cycle cellulaire est un mécanisme fondamental précieu-
sement conservé de la levure aux mammiferes (Hartwell and Weinert, 1989). Deés que
des instructions de prolifération atteignent le noyau, une séquence d’activation et d’inac-
tivation de protéines kinases dépendantes des cyclines (CDKs) se produit, peu importe
le sort réservé aux cellules-filles. La progression de la phase G1 du cycle cellulaire dé-
pend du complexe cycline D-CDK4 (ou CDKGO6), la transition G1-S dépend du complexe
cycline E-CDK2, et la transition G2-M dépend des cyclines A et B ainsi que de CDK1
(Sherr, 1994). L’activité des CDKs est restreinte par deux familles d’inhibiteurs de CDK
(CDKIs). La premiere famille est CIP/KIP et inclut p21<**! (CDKN1A), p27¥*! (CD-
KN1B) et p5S7¥*2 (CDKN1C), qui sont principalement des inhibiteurs de CDK2, CDK4
et CDK1. La deuxiéme est INK4 et inclut p15™%® (CDKN2B), p16™&4A (CDKN2A),
p18™KC (CDKN2C) et p19™K4D/ARE (CDKN2D), qui sont des inhibiteurs spécifiques de
CDK4 et CDK®6 (Sherr, 1994).

Tel qu’introduit dans la section « 2.5.2 Quiescence », CDKN1A représente un vé-
ritable gardien de la quiescence des HSCs. Les souris déficientes en Cdknla présentent
une augmentation du nombre de HSCs, qui proliférent plus rapidement mais qui sont
plus sensibles a I’épuisement suite a des dommages myélotoxiques (Cheng et al., 2000).
En fait, des expériences de transplantation en série chez la souris ont démontré que la
capacité d’auto-renouvellement des HSCs est ruinée en 1’absence de CDKNI1A (Cheng
et al., 2000). Ces résultats indiquent que la restriction minutieuse de la période de cycle
cellulaire est essentielle pour prévenir I’effondrement du potentiel de reconstitution hé-

matopoiétique des HSCs, en condition de stress.

Les HSCs en quiescence expriment des niveaux élevés de CDKNI1C par opposi-
tion aux HSCs qui se divisent activement (Yamazaki et al., 2006). Selon cette étude, la
cycline D1 est séquestrée temporairement par CDKNI1C dans le cytoplasme des HSCs
quiescentes, ou elle est inactive, mais facilement disponible pour une entrée rapide en cy-
cle cellulaire en cas de stimulation par des signaux mitogenes. Donc, CDKNI1C agit aussi

comme un gardien contre la progression du cycle cellulaire dans les HSCs au repos. Par
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ailleurs, I’étude de souris dans lesquelles Cdknlc est absent uniquement dans le systeme
hématopoiétique montre une réduction du nombre total de HSCs et du nombre de HSCs
quiescentes, ainsi qu’un affaiblissement de leur potentiel de reconstitution hématopoi€ti-
que (Matsumoto et al., 2011). Ce phénotype est davantage amplifié chez des souris défi-
cientes en Cdknla et en Cdknlc, par rapport aux souris déficientes en Cdknlc seulement.

De toute évidence, CDKNI1C est indispensable au maintien de la quiescence des HSCs.

2.5.4.2 Facteurs de Transcription et Cofacteurs

Un nombre croissant de facteurs de transcription et de cofacteurs, distincts des ré-
gulateurs du cycle cellulaire, sont impliqués dans le contrdle de 1’auto-renouvellement
des HSCs. Toutefois, cette section traitera uniquement de ceux qui ont un effet marqué

sur 1’auto-renouvellement des LT-HSCs.

2.54.2.1 AHR

Le récepteur d’hydrocarbure aryle (AHR) est un facteur de transcription hélice-
boucle-hélice basique qui détecte des molécules dans le microenvironnement, tout com-
me le capteur de disponibilité d’oxygene HIF1A (Zhou and Brune, 2006). AHR est un
médiateur de réponse aux substances toxiques comme les xénobiotiques, les hydrocar-
bures aromatiques halogénés et les hydrocarbures aromatiques polycycliques tel que le
2,3,7,8-tétrachlorodibenzo-p-dioxine (TCDD) (Furness and Whelan, 2009). En ce qui
concerne les HSCs, le TCDD interagit avec AHR pour abolir la capacité de reconstitution
hématopoiétique a long terme (Sakai et al., 2003). Récemment, un criblage d’environ
100 000 petites molécules chimiques a permis 1’identification de StemRegeninl (SR1),
un antagoniste d’AHR, comme étant responsable d’une expansion de 17 fois du nombre
de HSCs humaines in vitro (Boitano et al., 2010). Bien que les mécanismes moléculaires
de cette expansion ne soient pas encore completement €élucidés, ces travaux indiquent que
AHR joue un réle dans I’activité des HSCs.

2.5.4.2.2 CBP

CBP (protéine de liaison a CREB) est un coactivateur de transcription et une pro-
téine de remodelage de la chromatine qui fonctionne en association avec une panoplie de
facteurs de transcription pour influencer 1’expression de geénes cibles (Nakajima et al.,
1997). L’expression de CBP a d’abord été détectée dans les HSCs feetales, mais pas dans
les cellules matures du sang (Phillips et al., 2000). De plus, ’excision de Cbp chez la
souris provoque une déplétion des HSCs et une défaillance du systéme hématopoiétique.
(Rebel et al., 2002). En transplantation en série, les HSCs déficientes en Chp échouent

lors de tentative de reconstitution hématopoiétique, donc CBP semble détenir un role es-
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sentiel dans le maintien des HSCs grice a un contrdle de I’auto-renouvellement.

2.5.4.2.3 FOXO

Les facteurs de transcription contenant un domaine de liaison a I’ADN en téte de
fourche de sous-classe O (FOXO) représentent une grande famille d’effecteurs de la voie
de signalisation PI3K/AKT qui sont indispensables pour préserver la capacité de recons-
titution hématopoiétique a long terme des HSCs. Les FOXOs favorisent I’expression de
genes impliqués dans la détoxication des dérivés réactifs de I’oxygene (ROS), comme
la superoxyde dismutase et la catalase, ainsi que de génes qui favorisent la quiescence
des HSCs. Plus précisément, Foxol, Foxo3 et Foxo4 sont fortement exprimés dans le
systeme hématopoiétique. La co-délétion de ces trois génes entraine une perte sévere du
nombre et de la capacité de reconstitution hématopoiétique a long terme des HSCs (To-
thova et al., 2007). D’autre part, trois réseaux de transcription normalement touchés par
les FOXOs ont été scrutés chez ces triples mutants, c’est-a-dire la quiescence, la survie et

la protection contre le stress oxydatif.

En premier lieu, une accélération significative de la vitesse de prolifération des cel-
lules KLS a été observée avec une diminution de I’expression de génes cibles des FOXOs
tels que Rb1, Ccnd2, Ccng2, Cdknla, et Cdknlb. Les HSCs déficientes en Foxol/3/4
semblent étre tirées de leur sommeil et forcées a se multiplier, entrainant un appauvrisse-

ment de la réserve de HSCs.

En deuxieme lieu, la perte de FOXO1/3/4 a provoqué une augmentation du niveau
de I’apoptose dans les HSCs. Bien que les FOXOs soient généralement associées a la
promotion de I’apoptose, une carence en FOXO3 cause une augmentation du niveau de
I’apoptose, qui correle avec une forte expression du ligand de FAS (FASLG) (Jonsson et
al., 2005). Donc, une augmentation du taux de prolifération et une entrée en apoptose,
causées par la perte de FOXO1/3/4, affligent la taille de la réserve de HSCs.

En troisiéme lieu, la perte de FOXO1/3/4 dans des souris déficientes en Atm pro-
voque une élévation des niveaux de ROS, qui sont connus pour nuire a I’auto-renou-
vellement des HSCs via un mécanisme dépendant de p38 (MAPK14)-CDKN2A/CD-
KN2D-RB1 (Ito et al., 2006; Tothova et al., 2007). A l’inverse, le traitement des souris
déficientes en Foxol/3/4 avec I’antioxydant N-acétyl-L-cystéine (NAC) préserve la taille
de la réserve de HSCs, atténue les probléemes de cycle cellulaire et d’apoptose, en plus
de restaurer la capacité de reconstitution hématopoiétique (Tothova et al., 2007). Aussi,
le traitement des souris déficientes en Foxo3 avec NAC inhibe I’activation de MAPK 14
dans les cellules CD34°KLS, et le traitement avec un inhibiteur de MAPK 14 rétablit les
défauts de croissance des LTC-ICs (Miyamoto et al., 2007). Ces résultats indiquent que
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I’accumulation de ROS et I’activation de MAPK handicapent la fonction des HSCs en
absence des FOXOs. Tout compte fait, les FOXOs protegent 1’activité des HSCs en

controlant la quiescence, la survie et les niveaux de ROS.

2.5.4.2.4 GFIl

GFI1, un répresseur de transcription indépendant des facteurs de croissance, joue un
role important dans 1’activité des HSCs. On a d’abord détecté des niveaux d’expression
élevés de GFI1 dans des thymocytes (Gilks et al., 1993). Par la suite, des expériences
de repopulation compétitives et de transplantation en série de HSCs déficientes en Gfil
ont montré que ce facteur assure la capacité d’auto-renouvellement des HSCs en limitant
leur taux de prolifération et en préservant leur potentiel de greffe a long terme (Hock et
al., 2004; Zeng et al., 2004). Fait intéressant, la restriction de la prolifération des HSCs
par GFI1 pourrait étre exécutée par CDKNI1A, dont I’expression est fortement réduite
dans des HSCs déficientes en Gfil (Hock et al., 2004). Toutefois, il est possible que GFI1
entraine d’autres réactions car les effets de la délétion de Cdknla sur 1’activité des HSCs
sont moins importants que ceux observés avec la délétion de Gfil. Ensemble, ces résul-

tats suggerent que GFI1 contrdle la quiescence des HSCs et la taille de leur réserve.

2.5.4.2.5 HOXB4

HOXB4 est un membre de la grande famille des facteurs de transcription homéo-
tiques (HOX), qui sont connus en tant que régulateurs de la structuration de I’embryon
et de I’organogenese. L’expression d’HOXB4 est considérable dans des cellules progé-
nitrices hématopoiétiques humaines, mais régulée a la baisse lors de la différenciation
(Sauvageau et al., 1994). En surexpression, HOXB4 rend les HSCs 43-55 fois plus com-
pétitives que les cellules controles pour reconstituer le systeme hématopoiétique de sou-
ris irradiées (Sauvageau et al., 1995). De plus, lorsquHOXB4 est surexprimé dans des
HSCs en culture pendant 10-14 jours, une expansion nette de 40 fois du nombre de HSCs
est mesurée (Antonchuk et al., 2002). L’analyse de clonalité du systeme hématopoiéti-
que des souris receveuses primaires et secondaires a montré que 1’expansion du nombre
de LT-HSC:s était polyclonale et réalisée par des divisions d’auto-renouvellement. Une
expansion similaire est également possible en ajoutant directement au milieu de culture la
protéine HOXB4 recombinante (Amsellem et al., 2003; Krosl et al., 2003).

De maniere intéressante, I’expansion du nombre de HSCs conférée par HOXB4
n’excede pas la taille maximale de la réserve in vivo (Thorsteinsdottir et al., 1999). L’in-
cidence de leucémie n’augmente pas non plus en surexprimant HOXB4 dans les HSCs
(Sauvageau et al., 1995). Curieusement, le pouvoir d’HOXB4 sur I’expansion du nombre

de HSCs semble dépendre des niveaux €levés de cytokines et de facteurs de croissance
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présents lors de la culture des HSCs in vitro ou immédiatement apres 1’irradiation in vivo,
et non pas des conditions présentes dans les souris receveuses apres de longues périodes
de temps post-transplantation. D’autre part, le potentiel d’HOXB4 sur ’expansion du
nombre de HSCs peut étre renforcé par la réduction simultanée de I’expression de PBX1
(Cellot et al., 2007) ou de CDKN1A (Miyake et al., 2006). Collectivement, ces études ont
identifié HOXB4 comme 'un des plus puissant genes de type sauvage en mesure d’am-

plifier le nombre de HSCs in vitro et in vivo sans causer de leucémie.

2.5.4.2.6 ID1

ID1 (inhibiteur de liaison a 1’ ADN) est un régulateur de transcription hélice-boucle-
hélice basique qui se lie aux protéines E et régule les programmes de différenciation des
lymphocytes B et T (Kim et al., 1999; Sun, 1994). Suite a la découverte que des HSCs
déficientes en Id1 présentent une capacité réduite de greffe en transplantation secondaire,
il fut suggéré qu’ID1 est nécessaire a la maintenance des LT-HSCs (Perry et al., 2007).
Cependant, le mécanisme par lequel ID1 maintient les LT-HSCs demeure obscur. Eton-
namment, une autre étude a démontré que la délétion d’Id1 ne modifie pas la fonction des
HSCs, mais touche plut6t la niche hématopoiétique (Suh et al., 2009). En effet, ce sont
les cellules stromales déficientes en Id/ qui sont responsables de la perte des LT-HSCs
fonctionnelles. Par conséquent, ID1 semble étre essentielle a la régulation extrinseque
des HSCs par la niche, mais pas au contrdle intrinséque des HSCs. Néanmoins, il est
possible que I’expression d’autres geénes Id comme Id2, Id3 ou Id4, compense pour la
perte de fonction d’ID1 a I’intérieur des HSCs et camoufle un impact a la fois extrinseque
et intrinseque. Et puisque différents types de cellules stromales opérent dans la niche des
HSCs, il serait intéressant d’inhiber 1’expression d’ID1 uniquement dans certains types

de cellules stromales afin d’identifier les responsables.

2.5.4.2.7 MYC

Myc est un proto-oncogene multifonctionnel qui contribue entre autre a maintenir
I’équilibre entre 1’auto-renouvellement et la différenciation des HSCs, en contrdlant ses
interactions avec la niche. En fait, les HSCs déficientes en Myc n’arrivent pas a se dif-
férencier, s’accumulent dans la niche et surexpriment CDH2 (Wilson et al., 2004). Ces
observations indiquent que MYC est essentielle au largage des HSCs a partir de la niche.
En accord, des résultats similaires ont montré que des cellules KLS déficientes en Myc
augmentent I’expression de CDKNIA, dont I’inactivation rétablit un phénotype normal
(Baenaetal.,2007). Par ailleurs, la délétion conditionnelle simultanée de Myc et de Mycn
atteste que chacun de ces deux genes sont nécessaires pour la prolifération, la croissance
du métabolisme, la différenciation, la capacité d’auto-renouvellement a long terme et la
survie des HSCs (Laurenti et al., 2008).
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2.5.4.2.8 STAT

Les facteurs de transcription de la famille Stat (transducteur de signal et activateur
de la transcription) peuvent étre activés en réponse a une stimulation des HSCs par des
cytokines. STAT3 et STATS sont le plus souvent surexprimées dans la leucémie myéloide
aigu€ (AML), la leucémie myéloide chronique (CML) et le myélome multiple (Yu and
Jove, 2004). De plus, la délétion conditionnelle de Star5 augmente le taux de proliféra-
tion des HSCs mais conduit a un épuisement de leur réserve (Wang et al., 2009). Inver-
sement, 1’activation constitutive de Stat5 induit une expansion significative du nombre
d’unités formant des colonies de neutrophiles, de macrophages, d’érythroblastes et de
mégacaryocytes (CFU-nmEM) (Kato et al., 2005). Similairement, la surexpression de
STATS stimule une expansion de 4 fois du nombre de CFCs apres 3 semaines de culture,
initiée avec des cellules hématopoiétiques humaines CD34*CD38", mais pas avec des cel-
lules plus différenciées (Fatrai et al., 2011). Cette méme étude a identifié Hif2a (Epasl)
comme un geéne cible de STATS dans les HSCs humaines et a démontré que la délétion
d’Epas] abolit I’expansion du nombre de HSCs stimulée par STATS. STATS utilise donc
des voies de signalisation hypoxiques afin de maintenir I’auto-renouvellement des HSCs
en présence de concentrations élevées en oxygene. Prises dans leur ensemble, ces études
suggerent que les protéines STATSs représentent de fermes effectrices de 1’auto-renouvel-
lement des HSCs.

2.5.4.3 Modificateurs Epigénétiques

Les modifications épigénétiques sont généralement considérées comme des modi-
fications héritables de I’expression génétique sans aucun changement dans la séquence
d’ADN. Ce processus contribue a la fidélité des profils d’expression génétique au cours
du cycle cellulaire, de la durée de vie des individus, et des générations. Le principal mode
de transfert de I’information épigénétique réside dans les modifications biochimiques des
histones (comme la méthylation, I’acétylation, la phosphorylation, 1’ubiquitination et la
sumoylation) et de I’ADN (comme la méthylation). Plusieurs régulateurs épigénétiques
ont été identifiés jusqu’a maintenant mais peu ont démontré un role direct dans 1’auto-

renouvellement des LT-HSCs. En voici trois exemples :

2.5.4.3.1 BMII

BMII (région 1 d’insertion du virus de leucémie murine Moloney dans les lympho-
mes B) est un facteur déterminant du complexe répresseur Polycomb 1 (PRC1) qui se lie
a des sites spécifiques de la chromatine formés par PRC2, ¢’est-a-dire aux résidus lysine
27 triméthylés de 1’histone H3 (H3K27me3). Cette alliance réprime 1’expression de plu-

sieurs genes impliqués dans le développement (Simon and Kingston, 2009). Au niveau
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du systeme hématopoiétique, I’expression de BMI1 est élevée spécifiquement dans les
HSCs et diminue progressivement lors de la différenciation (Lessard et al., 1999). Les
souris déficientes en Bmil présentent des signes évidents d’incapacité d’auto-renouvel-
lement des HSCs et des cellules souches leucémiques (LSCs) (Lessard and Sauvageau,
2003; Park et al., 2003). La perte d’expression de BMII correle aussi avec une expres-
sion accrue de CDKN2A et de CDKN2D, des niveaux d’apoptose intensifiés, des concen-
trations plus élevées en ROS et une expression réduite de FOXO3 dans les cellules de
sang de cordon ombilical humaines CD34* (Rizo et al., 2009). De plus, la co-délétion de
Cdkn2a et de Cdkn2d dans des souris déficientes en Bmil restaure la capacité défectueuse
d’auto-renouvellement des HSCs (Oguro et al., 2006). Par conséquent, BMI1 est un fac-
teur essentiel pour protéger les HSCs de la sénescence, de 1’apoptose et des conditions de

stress oxydatif.

2.5.4.3.2 MLL

MLL (leucémie a lignées mixtes) est un membre du groupe trithorax (TrxG). Ces
facteurs ont un impact positif sur la transcription des génes a boite homéotique (Hox).
Les TrxGs agissent €également en contrant la fonction des protéines du groupe Polycomb
(PcG) (Ringrose and Paro, 2004). MIl code pour une méthyltransférase d’histone qui se
lie a1’ADN et augmente 1’expression de génes cibles par son activité méthyltransférase de
la lysine 4 de I’histone H3 (H3K4) (Milne et al., 2002). La délétion conditionnelle de M!!
cause une défaillance de I’hématopoiese chez les souris adultes (Jude et al., 2007). Cette
étude a aussi démontré par des expériences de reconstitution compétitives que les cellules
KLS mutantes MIl ne parviennent a aucune reconstitution significative de la moelle os-
seuse ni a court ni a long terme post-transplantation. Cet échec serait attribuable a I’inca-
pacité des HSCs a s’auto-renouveler et a maintenir leur état de quiescence. Ces données

dévoilent un réle important pour MLL dans le maintien de 1’activité des HSCs.

2.5.4.3.3 MOZ

MOZ (protéine en doigt de zinc de leucémie monocytaire) est un coactivateur de
transcription arborant une activité acétyltransférase d’histone. Ce modificateur épigé-
nétique est associ€ I’AML en raison de son implication dans les translocations chromo-
somiques, qui le fusionnent avec différents partenaires tels que CBP (Kitabayashi et al.,
2001a), EP300 (Kitabayashi et al., 2001b) et le récepteur nucléaire coactivateur NCOA2
(Carapeti et al., 1998). Le role de MOZ dans les HSCs était inconnu jusqu’a ce que I’ana-
lyse de souris entierement déficientes en Moz soit réalisée (Katsumoto et al., 2006). Les
résultats ont démontré que les cellules de foie foetal déficientes en Moz sont inefficaces

pour reconstituer le systéeme hématopoi€tique des souris.
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En outre, la protéine de fusion MOZ-NCOA?2 induit la formation de LSCs a partir
de cellules progénitrices engagées et cause une AML apres transplantation dans des souris
irradiées (Huntly et al., 2004). De plus, MOZ-NCOA? interagit avec SPI1 pour augmen-
ter I’expression du récepteur du facteur stimulant la formation de colonies de macropha-
ges (CSFIR), qui semble étre impliqué dans le maintien des LSCs (Aikawa et al., 2010).
Ces résultats soutiennent I’hypothese selon laquelle MOZ est essentielle au maintien des

HSC:s et suffisant pour générer des LSCs lorsque fusionné a NCOA2.

2.6 Fidélité Génomique

L’accumulation de 1ésions génétiques au sein d’une cellule souche est inévitable en
raison de sa durée de vie et de son activité mitotique. L.”ADN peut étre endommagé lors
de sa réplication et lors de son exposition a des radiations ionisantes, a des agents mu-
tagenes ou aux ROS (Sharpless and DePinho, 2007). La courte durée de vie d’un clone
de cellules progénitrices quelconque peut aider a prévenir 1’accumulation de mutations
nécessaires a la transformation maligne, mais pas la longue durée de vie des LT-HSCs.
Par contre, I’activité mitotique ralentie des LT-HSCs freine 1’accumulation de telles mu-
tations. Dans tous les cas, I’atteinte a I’intégrité génomique peut nuire au fonctionnement
normal des cellules souches et promouvoir la cancérogenese. Au cours de 1’évolution,
les cellules souches ont développé différents moyens pour résister aux insultes ou pour
les réparer directement. Toutefois, lorsque I’ampleur des dégéts dépasse la limite de ce
qui peut étre réparé, les cellules souches peuvent envisager I’apoptose ou la sénescence

comme un destin alternatif.

2.6.1 Réponse aux Dommages a I’ADN

La préservation de I’intégrité génomique dans les cellules souches dépend essen-
tiellement des mécanismes de réparation de I’ADN. Le suppresseur de tumeur TP53 est
un facteur de transcription qui enclenche la réponse aux dommages a I’ADN et peut for-
cer I’arrét du cycle cellulaire (Mercer et al., 1990), la sénescence (Serrano et al., 1997)
ou I’apoptose (Yonish-Rouach et al., 1991). L’un des réles principaux de TP53 dans les
HSCs est d’appuyer la quiescence par I’intermédiaire de CDKNIA.

Cependant, TP53 peut aussi contrdler la quiescence des HSCs sans I’aide de CD-
KNI1A (Liu et al., 2009). En effet, les LT-HSCs et les cellules KLS déficientes en ELF4,
un facteur de transcription a domaine Ets, expriment des niveaux élevés de TP53 et sont
maintenues en quiescence, indépendamment de CDKN1A. En revanche, la délétion de
Tp53 dans les HSCs déficientes en Elf4 rameéne les niveaux de quiescence a la normale.
De plus, des expériences de transplantation en série ont démontré que les HSCs déficien-

tes en Tp53 accumulent plus de dommages a I’ADN et affichent une baisse du poten-
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tiel d’auto-renouvellement comparé aux HSCs surexprimant la protéine anti-apoptotique
BCL2 (Milyavsky et al., 2010). Ces résultats suggerent un nouveau role pour TP53,

distinct de 1’apoptose, au niveau de 1’auto-renouvellement des HSCs.

Dans le but de maintenir leur activité a long terme, les HSCs ont développé une
série de stratégies pour contrebalancer le taux d’accumulation de dommages a I’ADN.
Au cours du cycle cellulaire, les HSCs favorisent la réparation des cassures double brin
a I’aide de RADS0 (Bender et al., 2002), ATM (Ito et al., 2004) et ATR (Ruzankina et
al., 2007). En revanche, les HSCs quiescentes sont limitées dans leur capacité de répa-
rer I’ADN de cette fagon, mais semblent tout de méme utiliser le mécanisme de fusion
d’extrémités non homologues (NHEJ) pour réparer I’ADN a I’aide de LIG4 (Nijnik et al.,
2007) et de KU8O (XRCCS5) (Rossi et al., 2007). D’autres facteurs peuvent également
étre utilisés par les HSCs en réponse aux dommages a I’ADN comme la protéine de
réparation d’ADN BRCA?2 (Navarro et al., 2006), la protéine de réparation de mésappa-
riement MSH?2 (Reese et al., 2003) ainsi que les protéines de réparation d’excision de nu-
cléotides ERCC1, ERCC2 et XPA (Prasher et al., 2005). Manifestement, les mécanismes
de réponse aux dommages a I’ADN sont essentiels au maintien de 1’intégrité génomique

et du potentiel d’auto-renouvellement des HSCs.

2.6.2 Dérivés Réactifs de I’Oxygene

Une des conséquences du métabolisme oxydatif est la production de dérivés réac-
tifs de I’oxygene (ROS). Dans le systtme hématopoiétique, un certain niveau de ROS
intracellulaire est essentiel a la différenciation des HSCs (Juntilla et al., 2010). Pourtant,
un exces de ROS intracellulaire peut altérer la fonction des cellules souches en brisant des
lipides, des protéines, de ’ARN et de ’ADN. Les HSCs ont développé au moins deux
outils différents pour limiter les dommages perpétrés par les ROS et de prolonger leur
durée de vie : le premier est I’utilisation de facteurs de transcription FOXO tel que dé-
taillé précédemment dans la section « 2.5.4.2.3 FOXO » ; le second est ATM, une kinase
activée en réponse aux dommages a I’ADN et impliquée dans la réparation de I’ADN
(Barzilai et al., 2002). Les HSCs déficientes en Afm ne sont plus fonctionnelles en raison
de I’accumulation de ROS, de I’activation de MAPK 14 et d’un état de quiescence affligé
(Ito et al., 2006). En retour, un traitement avec NAC ou un inhibiteur de MAPK 14 peut
renverser ce phénotype. Ensemble, ces résultats révelent une nouvelle association entre

les niveaux de ROS, la réparation de I’ADN et la maintenance des HSCs.

2.6.3 Fortification des Télomeéres

Les télomeres sont constitués de milliers de s€quences répétitives de nucléotides

TTAGGG et de complexes protéiques campés aux extrémités des chromosomes (Gil-
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son and Geli, 2007). En raison du « probléme de réplication des extrémités », 1’érosion
des télomeres conduit a la sénescence réplicative ou a I’apoptose apres qu’'une longueur
critique de télomere soit atteinte. Lorsque les cellules ont la capacité de surmonter la
sénescence, des fusions chromosomiques aberrantes se produisent et instaurent une ins-
tabilité génomique (Counter et al., 1992). Cependant, plusieurs types de cellules souches
normales et cancéreuses, comme les HSCs, expriment la télomérase (Morrison et al.,
1996; Vaziri et al., 1994). Cette enzyme prolonge les télomeres par 1’ajout de nouvelles
répétitions TTAGGG afin de contourner les limites de réplication imposées par la lon-
gueur des télomeres. De cette facon, les HSCs maintiennent leur potentiel prolifératif.
Réciproquement, une baisse d’activité de la t€lomérase diminue le potentiel d’auto-re-
nouvellement des HSCs lors d’expériences de transplantation en série (Allsopp et al.,
2003). En conséquence, la télomérase détient un role important dans le maintien du po-

tentiel d’auto-renouvellement des HSCs et de I'intégrité du génome.
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3.1 Contribution des Co-Auteurs

Le chapitre 3 décrit la conception et la réalisation d’un nouveau type de criblage
fonctionnel permettant la découverte de nouveaux genes impliqués dans 1’activité des
cellules souches hématopoiétiques. Ma contribution a cet article est majeure (>95%). La
liste des geénes candidats pour le criblage a ét€ dressée par Amélie Faubert. Le criblage
a été planifié¢ par Guy Sauvageau et moi-méme. J’ai effectué toutes les expérimentations
et analyses. Les co-auteurs ont apporté une aide technique. J’ai écrit le manuscrit en

collaboration avec Sonia Cellot sous la supervision de Guy Sauvageau.

Ma contribution en pourcentage aux différentes figures et tables de 1’article est :
Figure 3.1 : 100%
Figure 3.2 : 100%
Figure 3.3 : 100%
Figure 3.4 : 100%
Figure 3.5 : 100%
Figure 3.6 : 100%
Figure S3.1 : 50%
Figure S3.2 : 100%
Figure S3.3 : 100%
Figure S3.4 : 100%
Figure S3.5 : 100%
Table 3.1 : 100%
Table S3.1 : 100%

Table S3.2 : 100%



Table S3.3 : 100%

Table S4 : 100%

Table S5 : 100%

Table S6 : 100%
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3.2 Summary

Despite tremendous progress made towards the identification of the molecular cir-
cuitry that governs cell fate in embryonic stem cells, genes controlling this process in the
adult hematopoietic stem cell have proven more difficult to unmask. We now report the
results of a novel gain-of-function screening approach, which identified a series of 18
nuclear factors that affect hematopoietic stem cell activity. Overexpression of 10 of these
factors resulted in an increased repopulating activity compared to unmanipulated cells.
Interestingly, at least 4 of the 18 factors, Fos, Tcfec, Hmgbl and Sfpil, show non-cell
autonomous functions. The utilization of this screening method together with the creation
of a database enriched for potential determinants of hematopoietic stem cell self-renewal

will serve as a resource to uncover regulatory networks in these cells.
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3.3 Introduction

The mature cell contingent of adult hematopoietic tissue is continuously replen-
ished during the lifespan of an animal by the periodic supplies from hematopoietic stem
cells (HSC) that reside in a niche. To maintain blood homeostasis, these primitive cells
rely on two critical properties, namely multipotency and self-renewal. The former enables
differentiation into multiple lineages, while the latter ensures preservation of HSC fate
upon cellular division. By definition, a self-renewal division implies that an HSC is per-
missive to cell cycle entry, while restrained from engaging in differentiation, apoptosis
or senescence pathways. The transcriptional regulatory network of HSC self-renewal still
remains largely undefined, an observation that contrasts with that of embryonic stem cells
(ESC) for which self-renewal is increasingly dissected molecularly (reviewed in (Jae-
nisch and Young, 2008)). Only a few nuclear factors have been documented as promoters
of HSC expansion (reviewed in (Hai-Jiang et al., 2008)). Of these factors, Hoxb4 and its
derivatives (Hoxa9, NAIOHD) are among the most potent and best documented (Ohta et
al., 2007; Thorsteinsdottir et al., 2002).

The differential pace of progress propelling the fields of ESC and HSC research
reflects, at least in part, seminal discoveries that rendered ESC more amenable to large
scale experiments. First, although only observable as a transient state in vivo, ESC de-
rived from the inner cell mass can be maintained in vitro as cell lines by the addition of
serum (as a source of BMP) and LIF. Attempts to maintain or expand HSC ex vivo as
homogenous populations have been modest and successful development of cell lines have
not been reported, hampering harvest of large numbers of HSC. Second, a stringent sur-
rogate marker to follow the HSC multipotent state, comparable to the pluripotency tags of
Oct4, Nanog, AP or SSEAI for ESC, is still lacking. Albeit yielding small numbers, cur-
rent cell sorting strategies allow isolation of HSC populations to near purity (Kiel et al.,
2005). However, shortly upon facing the selective pressures of in vitro culture conditions,
changes in cell phenotype are observed (Uchida et al., 2004), impeding HSC tracking in
this context. The gold standard to confirm HSC activity for cells kept in culture remains
the in vivo competitive repopulation assay. Importantly, generation of retroviral vectors
provides highly efficient tools to infect and thereby modulate gene expression in both
ESC and HSC (Root et al., 2006).

The demonstration that in mouse fibroblasts, a given nucleo-cytoplasmic configu-

ration, or state, can be reverted to a stem cell phenotype by the enforced overexpression
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of four defined nuclear factors, i.e., Oct4, Sox2, c-Myc and Klf4 stands as a concep-
tual breakthrough (Takahashi and Yamanaka, 2006). Indeed, the ability to create induced
pluripotent stem cells, or iPS cells, suggests that a putative role for as yet unidentified
nuclear factors in orchestrating HSC fate is probable. With this mindset, interrogation of
stem cell expression profile databases was undertaken. From this dataset, a listing and
ranking of nuclear factors whose transcripts were abundant in stem cell-enriched subpop-
ulations was generated. Over 100 of the highest scoring candidates were then functionally
tested in HSC, using a high-throughput overexpression in vitro to in vivo assay tailored to
circumvent current limitations imposed by the biology of HSC. As detailed below, these
studies serve as a further step forward into the exploration of the molecular circuitry that

governs HSC self-renewal.
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3.4 Results

3.4.1 Selection and Ranking of Candidate Genes

As a corollary of ESC studies, it can be proposed that HSC fate is also controlled by
a series of master regulators analogous to Oct4 and several subordinate effectors, provid-
ing sound basis for the generation of a stem cell nuclear factors database. Towards this
end, we created a database consisting of 689 nuclear factors (Figure 3.1A; Table S3.1; see

also http://www.bioinfo.iric.ca/self-renewal), considered as candidate regulators of HSC

activity. This list was predominantly derived from microarray gene expression profiling
of normal and leukemia stem cells, including our recently generated FLA2 leukemia (1 in
1.5 cells is leukemia stem cell, G.S. et coll., in preparation). Genes obtained following a
review of the literature on stem cell self-renewal were also added to the list (see legend of
Table S3.1 for references). Genes in this database were then ranked from 1 (lowest prior-
ity) to 10 (highest priority) based on 3 factors: differential expression between primitive
and more mature cell fractions (e.g., HSC-enriched), expression level (high levels were
given highest priority) and the consistency of findings between datasets. Genes with a
score of 6 and above (n=139) were selected for functional studies, of which 104 were
tested (Figure 3.1A; see also asterisk in Table S3.1). Interestingly, the list of selected can-
didates is highly enriched for bona fide regulators of hematopoiesis, namely Egrl, Gata2,
Sfpil (PU.1), Foxol, Meisl, Myb, Hoxa9, and RunxI (Min et al., 2008) and reviewed in
(Lessard et al., 2004). However, the majority of the other candidates have no reported

function in primitive hematopoietic cells.

3.4.2 Design and Principle of the Screen

The screening protocol is outlined in Figure 3.1B. In brief, high-titre retroviruses
were produced in 96 well plates seeded with viral producer cells using an optimized pro-
cedure. Protein extracts derived from producer cells in each of the 104 wells were ana-
lyzed by western blotting which confirmed the presence of a FLAG-protein in 89% of the
cases (Figure 3.1C provides 8 representative candidates; details for all 104 genes are list-
ed in Table S3.2, 6™ column), with 92% of these proteins showing the expected molecular
size (Table S3.2, compare 5™ and 6™ column). CD150"CD48 Lin- mouse bone marrow
(BM) cells were infected during 5 days and transplanted at 2 different time points (i.e.,
day 0 and day 7 in Figure 3.1B). Under these conditions, the average gene transfer to the
cultured CD150*CD48 Lin" cells was at 49+31% (Figure 3.1D provides 8 representative
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Figure 3.1 Experimental
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remaining 35 genes were excluded for technical reasons. (B) The coding sequence of each tested
candidate was subcloned into 1 out of 3 modified MSCV vectors each containing a different
reading frame (pKOEF-1, -2 and -3). Respective retroviral producers were seeded in a single well
of a 96 well plate and co-cultured for 5 days with 1,500 CD150*CD48 Lin- freshly sorted bone
marrow CD45.1* cells. Immediately upon infection (day 0), 1/8" of each well was transplanted
into 2 congenic recipient mice along with 2x10° total BM cells (CD45.2*). A similar assay, this
time using 3 recipient mice was performed following an additional week of ex vivo culture
(day 7), on which the screen was performed. (C) Expression of candidate proteins in retroviral-
producing cells was tested by western immunoblotting and revealed using an anti-FLAG
antibody. A list of predicted and observed molecular weights for most proteins tested in this
screen is available in Table S3.2. NS = non-specific signal; *example of a protein that could not
be detected by western blot analysis (see also Table S3.2). (D) Range of retroviral gene transfer
efficiencies of sampled candidate genes based on EGFP expression assessed at day 4 of HSC
culture (only 8 representatives shown; dashed line represents average on all 104 genes).

candidates; details for all 104 genes are listed in Table S3.3, 2™ column). Harvested cells
from each well were transplanted into irradiated recipients together with 2x10° congenic
BM cells. Donor-derived peripheral white blood cell reconstitution was assessed after

short (4 and 8 weeks) and long periods of time (12 and 16 weeks) post-transplantation.



76

Previous results obtained from several in vivo transplantation experiments, using
freshly transduced CD150*CD48 Lin cells, revealed marked inter-recipient heterogene-
ity in hematopoietic tissue reconstitution for a given candidate gene, thereby raising the
critical issue of signal to noise discrimination. Optimization of this parameter was crucial
for increasing the specificity of the screen while limiting to a minimum the number of
mice that would be required. Towards this goal, we confirmed previous findings (Anton-
chuk et al., 2002) showing that the activity of Hoxb4-overexpressing HSC is enhanced
during short-term cultures (see red line in Figure 3.2A). For control HSC (i.e., vector-
transduced), we also confirmed a noticeable decline in their activity during the 7 day
culture (black line in Figure 3.2A). Interestingly, this HSC activity was preserved during
the infection period (Figure 3.2A). Importantly, we found that recipients of these cultured
control CD150*CD48 Lin" cells showed much less variation in blood cell reconstitution
levels than those transplanted with “day 0” cells (compare error bars at day O versus day 7
on the black line in Figure 3.2A). In search for additional genes with Hoxb4-like activity,
it appears that the signal to noise ratio is thus substantially enhanced by keeping cells in
such cultures (Figure 3.2A). For this reason, the primary screen was performed with cells

harvested at day 7 of the culture (see “Screen” in Figure 3.1B).

3.4.3 Primary Screen and Validation

The minimal cut-off level for selection of positive candidates in the primary screen
was set based on the standard deviation of the mean reconstitution level observed in
multiple recipients of Hoxb4-transduced CD150"CD48 Lin" cells (Figure 3.2B, see also
shaded area in Figure 3.2A). We therefore expected the newly identified candidates to
be equivalent to, or more potent than, Hoxb4 in inducing enhanced HSC activity. Using
this criterion, a total of 18 hits were identified for a frequency of 17% (18/104; Figure
3.2B, middle and upper right panels; see also Table S3.3, 10" column). These 18 hits in-
cluded Cnbp, Erdrl, Fos, Hdacl, Hmgb1, Hnrpdl, KIf10, Pml, Prdml6, Sfpil (PU.1), Ski,
Smarccl (Baf155), Sox4, Icfec, Trim27, Vps72, Xbpl and Zfp472.

To validate the primary screen, we repeated the procedure described in Figure 3.1B
in several independent experiments and confirmed 10 primary hits (upper panels in Fig-
ure 3.2C; details in Table S3.3). From left to right and top to bottom, genes are presented
based on the level of statistical significance reached in these experiments, in comparison
to control vector: Hoxb4 (positive control, gray in Figure 3.2C), Smarccl, Vps72, Fos,
Trim27, Sox4, KIf10, Ski, Prdm16, Erdrl and Sfpil, for a positive predictive value (PPV)
of 56%. Although the other 8 candidates failed to demonstrate Hoxb4-like activity (i.e.,
shaded area in Figure 3.2A), it is noteworthy that they all significantly enhanced HSC
activity to level above that detected with vector-transduced cells (see “other less potent
candidates” in Figure 3.2A and C).
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Figure 3.2 Identification
Based on peripheral blood reconstitution at 16 weeks of positive candidates
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legend of Figure S3.2 for details). Cut-off for identification of Hoxb4-like candidates used in the
primary screen/validation experiments (shaded area) is set based on the standard deviation/
error of the mean reconstitution level observed in multiple recipients of Hoxb4-transduced HSC.
Cut-off for other less potent candidates (area between dotted lines) is used only in validation
experiments and is based on statistical difference between candidates and vector control. (B)
Graft-derived hematopoiesis was evaluated at 4 week intervals in recipients of cultured HSC
during the primary screen. As a set of reference values, the left panel indicates peripheral blood
reconstitution levels from mice transplanted with cells from cultures initiated with a positive
regulator of self-renewal (Hoxb4) in relation to values observed with control vectors (mean

of pKOF-1, -2 and -3), all after 7 days of culture. Mean reconstitution level values for each of
the 104 tested candidates (at day 7) are compiled and presented in the middle panel, with the
established cut-off level for a gain-of-function readout. Candidates clustering above the cut-off
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level for identification of Hoxb4-like genes (shaded area in Figure 3.2A), corresponding to 30%
CD45.1* donor-derived cells in the primary screen, were selected for the validation experiments
(upper right panel), while those below were disregarded (lower right panel). One candidate
(Hes1) was eliminated based on the marked reduction in repopulation noted between early

and late time points (upper line in lower right panel). Values are presented as mean+SEM of
independent experiments (n) for the left panel: n=2 for Hoxb4 and n=3 for control vector (mean
of 3 mice per experiment); and as mean+SD for middle and right panels: n=3 mice for each
candidate cDNA. Note that several mice were eliminated at 12 or 16 weeks post-transplantation
because they did not meet our criteria for hit selection (see also Table S3.3, 9" and 10" column).
(C) Validation experiments confirming 10 Hoxb4-like genes and 8 other less potent candidates.
P values were established at the 16 weeks post-transplantation time point. Values=mean+SEM.
Number of independent experiments (n) per candidate gene equals 4, except for control
vectors: n=8; Sox4, Zfp472, Xbp1 and Hnrpdl: n=5; Hoxb4, Cnbp, Ski and Prdm16: n=3. For each

experiment, a mean of 3 mice per gene was evaluated; cand.=candidates.

We then explored if the 10 newly identified Hoxb4-like genes are endogenously
expressed in populations highly enriched in HSC. To test this, cells were sorted from
hematopoietic tissues isolated from unmanipulated mice sacrificed at 3 different devel-
opmental stages including E14.5 fetal liver (HSC-enriched subset no. 1) and post-natal
bone marrow, where a switch between cycling (3 weeks, subset no. 2) and quiescent (4
weeks, subset no. 3) HSC has been described (Bowie et al., 2006). In line with the selec-
tion of these factors in our database, all 10 genes are highly expressed in HSC-enriched
populations with endogenous levels exceeding those of TATA Binding Protein (TBP),
used as endogenous control (see relative Ct values for all HSC-enriched subsets in Figure
S3.1A). Interestingly, most of these genes are expressed at higher levels in HSC-enriched
populations than in total tissues (total bone marrow or fetal liver, Figure S3.1B). This
observation is most prominent in fetal liver-derived HSC-enriched subset (upper panel
Figure S3.1B). We next verified the level of overexpression achieved for each of these
genes after retroviral infection in sorted CD150*CD48 LincKit*Scal* BM cells and docu-
mented relative increases in mRNA levels that could be as low as 3-fold (e.g., Smarccl)
to as high as 1,000-fold and above (e.g., Fos; Figure S3.1C).

3.4.4 Most Genes Identified Confer Enhancement in HSC Activity

One important question is whether the newly identified genes enhance or simply
maintain input stem cell activity. To address this point, we compared the reconstitution
levels by donor cells isolated (at day 7) from test cultures to that observed in recipi-
ents which received an equivalent number of freshly purified CD150*CD48 Lin™ cells.
As shown in Figure 3.3A, baseline long-term HSC (LT-HSC) activity (Sauvageau et al.,
2004), measured at ~12-16% reconstitution level (see left black bars in Figure 3.3A),
was essentially preserved during the 5 day infection period and set the baseline values

for maintenance of input HSC activity (shaded area in Figure 3.3A). From this, we could
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Figure 3.3 HSC
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-5; d0=day 0; d7=day 7. Note that 2 different cDNA were tested for Trim27 (see Figure S3.5).
(B) The mean activity of stem cells (MAS) was calculated from the data obtained in (A).
As previously established, the MAS is equivalent to repopulation units (RU) divided by
competitive repopulation units (CRU) (Ema and Nakauchi, 2000), where RU represents the
donor-derived reconstitution level divided by the competitor-derived reconstitution level. MAS
index was normalized to 1 for freshly sorted cells and excluded the gene transfer efficiency
in its estimation for the candidate genes. In cases where gene transfer is low, this could lead
to underestimated values. Grafts overexpressing genes shown in red and marked by an *
give rise to a MAS significantly higher than day 0 control grafts (p<0.05); Note that values are
presented as the MAS relative to that of fresh cells (d -5), which was set at a value of 1; d-5=
day -5; dO=day 0; d7=day 7. (C) P values derived from MAS values presented in (B) comparing
data obtained from control vectors (day 0 or 7) and validated genes. Day 0 p values framed in
red (penultimate column) mirror the order and color code of candidate genes presented in (B)
and are <0.05. In comparison, day 7 p values are listed in the adjacent column; n=independent
experiment; d0=day 0; d7=day 7

determine that all validated hits conferred a net increase in HSC reconstitution activity
above that determined for fresh cells (Figure 3.3A).

In order to further quantitate the impact of our validated genes on HSC activity, we
used the mean activity of stem cell (MAS) index as reported by Ema and Nakauchi (Ema
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and Nakauchi, 2000). This value, which provides a measure of the proliferative output
per LT-HSC, is easily applicable to our culture condition since they were all initiated with
a constant number of input LT-HSC measured at ~62 CRU per well (see Figure S3.2B-C
for CRU assessment). The MAS was 3-fold higher for Hoxb4-transduced cells than for
controls (Figure 3.3B). Similarly, the MAS varied between 2.8 (Vps72) to 4.9 (Trim27)
for all 10 hits identified in our screen (Figure 3.3B). Except for Sfpil (p=0.18), all values

reached statistical significance (see p values in red in Figure 3.3C).

3.4.5 Impact of Candidate Genes on Cell Proliferation, Death and Dif-
ferentiation In Vitro

There is growing evidence to suggest that HSC self-renewal involves the active
repression of a differentiation program, which is coupled to cell division (Cellot and Sau-
vageau, 2007). In support of this, we recently found that Hoxb4 or NA1OHD-transduced
cells, which actively undergo in vitro self-renewal divisions, show evidence of differ-
entiation arrest [Figure 3.4A, left panels; (Cellot et al., 2007)]. We investigated if our
newly identified hits behave similarly. To achieve this, we first analyzed the cytological
characteristics of transduced and sorted CD150"CD48 Lin cells after a 7 day in vitro cul-
ture period (prior to their transplantation). In this context, cultures initiated with control
vector-transduced cells contained 70+8% of differentiated cells. These included neutro-
phils, monocytes and mast cells (Figure 3.4A, arrows in upper left panel with summary of
results in right panel. Conversely, cellular differentiation was reduced in cultures initiated
with HSC transduced with most of the candidates (Figure 3.4A, right panel). The increase
in the proportion of undifferentiated to differentiated cells was most important for Vps72,
Fos, Sox4, KIf10, Ski, Prdm16, Erdrl and Sfpil when compared to cultures initiated with
control vector-transduced HSC (see blue bars exceeding shaded area, representing mean
of vector plus 2 standard deviations). Note that while some of these genes are as potent as

Hoxb4 in this assay, none exceeds NAIOHD in keeping cells undifferentiated.

We also monitored transduced CD150*CD48 Lin  cells for cell death and prolifera-
tion. Figure 3.4B shows that all factors analyzed conferred a significant reduction in the
proportion of dead cells harvested at day 4 of culture. Surprisingly, besides Hmgb1, there
were no significant increases in total cell numbers in these cultures (Figure 3.4C). In fact,
some genes such as Hoxb4, and possibly NAIOHD, were associated with a reduction in

total cell counts (Figure 3.4C).

3.4.6 Transduced HSC Differentiate In vivo

The in vitro differentiation arrest displayed by Hoxb4 or NAI1OHD-transduced HSC

is eventually reverted following their transplantation in vivo (Cellot et al., 2007; Ohta et
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Figure 3.4 In vitro differentiation, survival and proliferation profiles of cultured cells.

(A) Morphological analysis of cytological preparations of the starting HSC fraction
overexpressing most of identified primary hits at day 7 of culture. Proportions of immature
(blasts: black arrow in middle left insert) versus terminally differentiated cells (neutrophils,
monocytes and masts cells: black arrows in upper left insert) for respective cultures are depicted
in the right panel. A field comprising 100 cells was examined per independent experiment (1)
and values are presented as mean+SD; n=3, except for vector: n=6; Hoxb4, Ski, Tcfec, Sfpil and
Hmgbl1: n=1. The shaded area represents the mean of vector plus 2 standard deviations. Note
that a vast majority of the less significant hits described in Figure 3.2C are included in this study
(i.e., Tcfec, Hmgb1, Cnbp, Xbp1, Hnrpdl and Hdacl); BM=bone marrow. (B) Annexin V and PI
stains were used to determine the fraction of cell death in cultures initiated with our validated
hits and the less potent gene candidates (Tcfec and Hmgb1) as well as empty vector, Hoxb4 or
NA10HD, serving as controls. Assessment was performed at the day 4 time point of culture.
Values are presented as meanSD of 2 independent experiments (n), where n represents the
analysis of 30,000 cells; *=p<0.05. (C) Cell proliferation was assessed by flow cytometry-based
cell counts (y-axis) at day 4 of cultures. Analyses were performed for the same gene candidates
as in (B). Values are presented as mean+SD of 2 independent experiments; *=p<0.05

al., 2007). Thus, depending on the environment, these 2 genes can either interfere with
(e.g., in vitro in the presence of high levels of growth factors) or not affect (e.g., in vivo
under steady state conditions) HSC differentiation. To determine if the newly identified
regulators of HSC activity are similarly permissive to HSC differentiation in vivo, we
used 4 different approaches. First, we evaluated the general health, spleen size and bone
phenotype (white versus red) of each recipient. Except for the recipients of Prdml6-

transduced cells, which eventually developed splenomegaly and myeloproliferation with
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white femurs at 20 weeks post-transplantation (data not shown), none of the mice trans-
planted with cells expressing our 9 other genes ever presented this, or any other hema-
tological phenotype. Second, we performed cytological evaluation of bone marrow and
spleen derived from representative mice for each gene. Results from these analyses were
normal for all groups, except for the Prdmi6 cohort, which showed an excess of poorly
differentiated myeloid cells in their bone marrow, as previously determined by others
(Shing et al., 2007), and for the Ski cohort in which the number of lymphocytes in the
bone marrow was reduced (data not shown). Besides recipients of Prdml6-transduced
cells, spleens were never infiltrated with myeloid cells nor did they include enhanced
numbers of erythroblasts. To confirm this, a third approach consisting of flow cytometry
analysis on donor-derived (CD45.1%) cells was devised. The results, presented in Fig-
ure 3.5A for the peripheral blood, bone marrow and thymus of a representative mouse
(Trim27) and summarized in Figure 3.5B for all groups, largely confirmed our cytological
evaluation. Indeed, except for recipients of Ski-transduced cells, which showed a marked
reduction in B lymphocytes in their peripheral blood and marrow with a compensatory
increase in other cell types, most groups of mice showed either normal distributions of
various cell types or presented some minor variations. We further extended this analysis
by gating only on CD45.1*/GFP* cells for genes in which this was possible and ended
with the same conclusions, with the exception that B cell differentiation was not observed
in KIf10-transduced cells (Figure S3.3A). Finally, clonal analyses of recipients that were
reconstituted with retrovirally marked cells were performed on bone marrow (less than
5% T cells) and thymus (less than 5% non-T cells). A representative result is presented
in Figure 3.5C for Trim27 which shows that identical clones contributed to the reconsti-
tution of these 2 tissues, thus reinforcing the finding that these transduced HSC remain
competent in T cell differentiation although they displayed enhanced reconstitution ac-
tivity. This finding can be extended to all other genes except Ski, Prdm16 and Erdrl for
which we cannot be certain that the same clone contributed to thymic and bone marrow

reconstitution (Figure S3.3B).

We also used quantitative RT-PCR assays to monitor overexpression levels of the
different transgenes in CD150*CD48 Lin", CD150*CD48*Lin", B and myeloid cells iso-
lated from bone marrow to verify whether the in vivo reversal of the differentiation arrest
noted in vitro (as shown in Figure 3.4A) was associated with loss of transgene expression.
Results presented in Figure 3.5D suggest that overexpression of Vps72, Fos, Sox4, KIf10,
Ski, Erdr1 and Sfpil does not interfere with in vivo differentiation as several types of im-
mature/differentiated cells still express the transgene. However, in vivo extinction of the

transgene may have occurred for the 3 following genes: Smarccl, Trim27 and Prdml6.

Together, these results confirm that the majority of the Hoxb4-like genes identified

in our screen conferred enhanced HSC activity without causing hematological diseases or
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Figure 3.5 In vivo differentiation potential of HSC overexpressing validated hits.

(A) In vivo differentiation potential along the lympho-myeloid lineages was assessed in
long-term recipients (20 weeks post-transplantation) of HSC transduced with Trim27, used

as an example. Immunophenotypic analysis by flow cytometry was performed using specific
antibodies against B, T and myeloid cell surface markers (B220, CD3 and CD11b, respectively)
on the CD45.1* population of cells derived from the peripheral blood, bone marrow (BM) and
thymus of these mice (and on CD45.1*/GFP* cells in Figure S3.3A). (B) Compilation of B/T-
lymphoid and myeloid cell percentages within the CD45.1* population (left panels) and of
CD45.1* cell proportions in the B-, T-lymphoid or myeloid populations (right panels) of blood,
thymus and BM tissues, as gathered in (A), for most of the primary hits. Values are presented as
mean*SD. Mouse identification numbers are presented between brackets. Dashed lines indicate
values obtained with control mice (vector) for the different hematopoietic tissues. Note that
multilineage reconstitution was observed in all of mice analysed except for those transplanted
with cells transduced with Ski, which showed a block in B-lymphoid differentiation. The
proportion of CD45.1* cells within the B-lymphoid or myeloid populations in the thymus was
not calculated in the right panels because these populations represent less than 5% of total

cells in this tissue. Since weak donor-derived reconstitution levels were observed in mice
transplanted with control vector cells at day 7 of culture (i.e., 4% in Figure 3.3A), we used

mice transplanted with control vector cells at day 0 of culture in this case. Values pertaining

to less statistically significant hits are also presented (Tcfec, Zfp472, Hmgb1, Cnbp, Xbp1, Hnrpdl
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and Hdac1). (C) Proviral integration pattern studies by Southern blot analysis performed on
genomic DNA extracted from bone marrow (left panel) and thymus (right panel) of 3 long-
term recipients of Trim27-overexpressing HSC. Each lane represents a specific mouse (ID
number below). For a given animal, identical integrations are found in both tissues, indicating
a common precursor cell origin. Identical clones are also observed in 2 distinct recipients,
retrospective molecular evidence for a self-renewal division in vitro. Multi-potentiality (BM
and thymus) analyses in reconstituted tissues harvested from primary recipients of culture cells
overexpressing the various validated hits are shown in Figure S3.3B. (D) Q-RT-PCR analysis

of mRNA expression levels of 9 of the 10 newly identified Hoxb4-like gene transcripts. For
technical reasons, Prdm16 was excluded from the analysis. RNA was extracted from distinct
bone marrow cell fractions isolated from long-term, highly reconstituted recipients of day 7
culture cells (5=CD150*CD48 Lin;; P=CD150*CD48*Lin7; B=B220*; M=Mac"). Average ACt values
(representative of expression level) were determined with B-actin serving as an endogenous
control to normalize levels of target gene expression. Relative fold differences were determined
using control cells as a reference calibrator for each candidate gene. Reactions were done in
triplicate; black bars represent mean endogenous expression levels of 3 independent wild-type
mice (Ctrl); red bars represent mean overexpression levels of 2 transplanted mice (Trx) from 2
independent experiments. The identification numbers of mice used in this assay are presented
between brackets. Note that control black bars on each panel are set at a relative fold difference

value of 1.

profoundly altering cell differentiation, while still overexpressing the transgenes at least

until 20 weeks post-transplantation. Prdm16 was a notable exception.

3.4.7 Evidence of Self-Renewal Divisions by Transduced HSC

We next verified if HSC transduced with each of the confirmed hits remained ca-
pable of symmetrical self-renewal divisions in vitro. To address this, we performed clonal
analysis (i.e., proviral integration pattern) of hematopoietic tissues derived from selected
recipients that were highly reconstituted (17-83% CD45.1* cells) at 20 weeks post-trans-
plantation, a time point deemed sufficient for inferring that reconstitution is solely derived
from the LT-HSC. For 8 of the 10 newly identified Hoxb4-like genes, namely Smarccl,
Vps72, Trim27, Sox4, KIf10, Ski, Prdm16 and Erdrl, we observed proviral DNA in the
vast majority of mice that were analyzed (i.e., 43/49; Figure 3.6, 2 upper panels). Several
different clones with long-term reconstitution ability contributed to hematopoiesis among
different recipients from a given experiment, and from subsequent validation experiments.
In several instances, we could identify the same proviral integrations in the DNA from 2
different mice reconstituted by cells derived from the same culture, demonstrating that
LT-HSC self-renewal has indeed occurred in these cultures (see “a-g” in Figure 3.6). We
also performed this analysis with the less potent candidates and found evidence for HSC

€e399
1

self-renewal for Cnbp and Xbp1 (see clone “h” and “1” in Figure 3.6). Together, this data

indicates that a significant proportion of HSC engineered to overexpress our validated
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Figure 3.6 Clonal analysis to track HSC self-renewal divisions.

Southern blot analyses of genomic DNA extracted from the bone marrow (BM) of selected long-
term recipients (20 weeks post-transplantation) of day 7 culture cells. Each blot was hybridized
with a GFP specific probe and systematically exposed for the same period of time. Each well
was equally loaded taking into consideration donor-derived peripheral blood reconstitution
level of recipients as measured 16 weeks post-transplantation (i.e., 17-83% CD45.1* cells). Top
and bottom panels show gene sets for which proviral DNA was either detected or absent in
the majority of recipients analyzed, respectively. For most bottom panels, the brightness and
contrast was enhanced using photoshop to further verify the absence of integrated proviral
DNA, and a B-actin probe was also used to confirm the presence of genomic DNA. Clones

that self-renewed during the 7 day culture, prior to transplantation, are labelled “a” to “i” and
identified in more than one recipient. “X” indicates that GFP expression was not detectable for

these constructs/clones. Note that panel 5, representing the Trim27 gene, is also included in
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Figure 3.5C (left panel).

hits remained capable of symmetrical self-renewal divisions in vitro.

3.4.8 Evidence of a Non-Cell Autonomous Activity for Selected Genes

Surprisingly, we could not reveal any integrated provirus in the majority of recipi-
ents transplanted with cells transduced with the Hoxb4-like genes Fos and Sfpil (Figure
3.6, bottom panels). This suggests that untransduced HSC in these cultures have favour-
ably responded to some extrinsic factors. A detailed evaluation of recipients from which
these observations are derived is provided in Table S3.4. Consistent with the presence of
a non-cell autonomous effect, we observed that upon exposure to Fos or Sfpil viral pro-
ducer cells, HSC contribution to long-term repopulation increased from 5-6% after 5 days
of infection (i.e., day 0) to 26-31% with 7 additional days of culture [Table S3.4, compare
%CD45.1 at day O (7™ column) versus day 7 (8" column)]. The absence of Fos and Sfpil
proviruses in the hematopoietic system of long-term recipients is surprising considering
the high level of gene transfer to transplanted cells (Table S3.4, 3" column). This possibly
indicates that these genes also intrinsically interfere with HSC repopulation when over-
expressed, leading to depletion of transduced HSC. Similar observations were found with

Tcfec and Hmgb 1, members of the less potent category (data not shown).

To provide a more direct evidence of non-cell autonomous activities for Fos,
Sfpil, Tcfec and Hmgb1, non-viral producing NIH 3T3 cells were transduced with each
of these constructs and used as feeder cells replacing the viral producers described in
Figure 3.1B. Overexpression of each of these 4 factors in NIH 3T3 cells was verified by
quantitative RT-PCR, with a relative fold difference above baseline values ranging from
3 (Hmgbl) to 18,000 (Tcfec) -fold (data not shown). As per our experimental protocol,
1,500 CD150*CD48Lin" cells were seeded on non-viral producing cells and maintained
for 7 days prior to their transplantation into irradiated hosts. Strikingly, we found that 3
of the 4 genes, namely Fos, Tcfec and Hmgb1, conferred a similar impact on HSC activ-
ity whether viral-producing or non-viral producing cells were present in the cultures (see
Table 3.1). Interestingly, background-level reconstitution was found in recipients of cells
kept on Sfpil-transduced NIH 3T3 cells, possibly indicating a more complex cellular

network involved with this gene.



Table 3.1 HSC activity is enhanced extrinsically.
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Donor-derived reconstitution levels (%CD45.1*) observed 16 weeks post-transplantation in

mice transplanted with cells co-cultured either with virus-producing cells (GP+E-86) or similar

cells not producing virus (NIH 3T3), both

GP+E86 (virus)

NIH 3T3 (no virus)?

overexpressing selected genes. Values are %GFP %CDA5.1 %GFP %0451
presented as mean+SEM of independent  vector 62 + 26 41 0+0 512
experiments (n) per candidate gene, where Fos 1£9 S8 00 S5 14
Sfpit 3717 26+12 0+0 2:1
n=4, except for control vector: n=8. For P
. . Tcfec 48 + 21 22+ 8 0+0 183+ 5
each independent experiment, a mean of ;4 22414  20+10 00 =

3 mice per gene was evaluated; *=mice

were analysed at 16 (experiments 1-2) and 8 (experiments 3-4) weeks post-transplantation;

%GFP=gene transfer assessed by flow cytometry
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3.5 Discussion

In this study, we combined the power of expression profiling and functional studies
to uncover candidate factors that impact on HSC activity. Our experimental procedure in-
cluded an efficient production of high-titre retroviruses, a sharp and discriminating HSC
gain-of-function signal optimized by an ex vivo culture step together with a robust and
reliable in vivo assay (see importance of culture step for signal to noise discrimination
in Figure S3.4). Using this strategy, we individually tested 104 pre-selected candidates
revealing 18 genes that conferred a clear repopulation advantage to HSC. Of these, 10
displayed a Hoxb4-like effect thereby greatly extending the repertoire of potential regula-
tors of HSC activity. These factors, which are highly and in some case preferentially ex-
pressed in HSC are implicated in a diversity of processes such as chromatin modification
(e.g., Smarccl and Vps72), stress response (e.g., Fos) and gene transcription (e.g., Trim27
and KIf10) (see Table S3.4 and legend for more details on these Hoxb4-like factors). With
this significant cohort of genes impacting on HSC activity, it was possible to discern a
subset of 4 factors (i.e., Fos, Icfec, Sfpil and Hmgb1) that exerted their influence on stem
cell function through a non-cell autonomous phenomenon. Importantly, the non-cell au-

tonomous activity of 3 of these 4 factors was confirmed in gene transfer-free conditions.

3.5.1 Identified Hits Display Hoxb4-like HSC Activity

Similar to our previous results with Hoxb4-overexpressing HSC, 9 of the 10 hits
identified in this screen also significantly conferred increased HSC activity to levels above
those observed with input cells (genes in red in Figure 3.3B-C). Considering the ~50%
average gene transfer level, not taken into consideration in the evaluation of the mean
activity of stem cell (MAS) reported in Figure 3.3B, the impact of some of our confirmed
hits was likely underestimated. Interestingly, our newly identified candidates also induced
a maturation block in vitro, which was reversed in vivo. Moreover, and similar to Hoxb4,

the majority of these genes failed to enhance cellular proliferation in vitro.

The increase in HSC repopulation potential (i.e., activity) observed with Hoxb4
overexpression involves a net expansion (self-renewal) of these cells (Antonchuk et al.,
2002). Although our validated candidates show Hoxb4-like effects and we could docu-
ment self-renewal divisions in vitro for several HSC engineered to express these genes
(Figure 3.6), it is important to stress that the formal proof for HSC expansion (enhance-

ment in self-renewal divisions) as the driving force behind these effects will require inten-
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sive investigations which combine serial determinations of HSC numbers at consecutive
time points (e.g., ACRU assay) with large scale clonal analyses as previously reported
for the Hoxb4 gene (Antonchuk et al., 2002; Cellot et al., 2007). Indeed, among several
possibilities, enhancement in proliferative potential combined with in vitro HSC mainte-
nance could explain the Hoxb4-like effects observed with our validated hits. Secondary
transplantation assays performed with selected candidates (Vps72, KIf10, Erdrl and Fos,
Table S3.5) argue against, but do not refute, such a possibility.

The eventual identification of shared target genes between these factors would fur-
ther strengthen this argumentation. Of interest, attempts to build transcriptional networks,
or hubs, among the hit genes have currently proven inconclusive, when most of the re-
spective mRNA expression levels were assessed in HSC freshly transduced with each of

the candidate genes (see “SR Network™ in: http://www.bioinfo.iric.ca/self-renewal).

3.5.2 Non-Cell Autonomous Enhancement in HSC Activity

The non-cell autonomous influence exerted by Fos, Tcfec and Hmgbl was con-
firmed in cultures with NIH 3T3 support confirming that gene transfer to sorted HSC was
not required for these 3 genes. In line with these findings, the proportion of GFP-positive
cells was 0% in recipients of cells kept for 7 days in NIH 3T3-containing cultures (see
column 4 in Table 3.1). It is also important to stress that these so-called “non-cell autono-
mous” factors were identified in a context of overexpression, which in some case (i.e.,
Fos) was outstanding (e.g. 38,000-fold above endogenous levels in some experiments,
data not shown) potentially resulting in toxicities to transduced HSC. It is therefore likely
that several of these factors normally perform cell autonomous activity in steady-state

hematopoiesis. Sfpil is a notable example for this (Rosenbauer et al., 2006).

The results obtained with Sfpi/ during the screen and several additional experi-
ments could not be confirmed in viral-free cultures. Reasons for this remain unclear.
Several possibilities exist including the presence of non-cell autonomous contribution
by some differentiated hematopoietic cells found in our culture or by essential co-factors

unique to GP+E-86 viral producer cells.

These results thus raise critical questions about a possible, and even essential, con-
tribution by the feeder cells (in this case NIH 3T3) to the observed effects on HSC activ-
ity. While this level of characterization is beyond the scope of our paper, this set of experi-
ments exposes a complexity, often underestimated, when using packaging (feeder) cell
lines for co-cultures in gene transfer studies. Awareness of this potentially confounding

factor must therefore be taken into consideration in future experiments.

Although the demonstration of the non-cell autonomous activity is relatively
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straightforward (e.g., 3 of the 4 factors described above), the proof for cell autonomous
function (e.g., the other newly identified factors) is more difficult to obtain within the
scope of our experimental design. Thus, it is possible that some of the 8 other Hoxb4-like
genes (Smarccl, Vps72, Trim27, Sox4, KIf10, Ski, Prdm16 and Erdr1) also or only display

non-cell autonomous activity.

3.5.3 Future of the resource

Entries pertaining to candidate nuclear factors implicated in stem cell activity are
stored in an open access database (http://www.bioinfo.iric.ca/self-renewal), as part of a
building block in creating an interactive resource for the scientific community. Informa-
tion thus far includes mRNA expression profiles, together with specific probe and primer
sets, blood reconstitution patterns over time with possibilities of data reanalysis, and the
complete nuclear factor list with ranking criteria. This database will eventually include
similar data emerging from ongoing gain- and loss-of-function screens from different

laboratories that will exploit this resource.

Thus far, nuclear factor candidates clustering in the uppermost levels (8-10) of our
classification harbour a 23% primary hit rate, compared to 12% for those scoring lower
(6-7). This suggests that while positive HSC regulators tend to segregate in the top ranks,
other downstream genes listed in our database (scores 1-5, n=585 candidates) also include
potential determinants of HSC self-renewal, with putative derivation of cross-regulation

nodes as mentioned.

Our understanding of HSC self-renewal will mirror advancements in the rapidly
evolving field of cellular therapy. As pioneered with Hoxb4 (Krosl et al., 2003a), re-
combinant TAT-fusion proteins could be envisioned and therapeutically tested on human
cells. Moreover, findings from this work will potentially pave the way to identify the
mediator(s) that link these non-cell autonomous candidates to enhanced HSC activity,
thereby bypassing the requirement for retroviral vectors in the goal of expanding HSC for

clinical purpose.
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3.6 Experimental Procedures

3.6.1 Retroviral Vectors

MSCV-Hoxb4-IRES-GFPandMSCV-NUP98-HOXA10HD-IRES-GFP(NAIOHD)
were previously described (Antonchuk et al., 2001; Ohta et al., 2007). For all candidate
genes, single ORF were amplified by PCR (see Table S3.2 and Supplemental Experimen-

tal Procedures for details).

3.6.2 Animals

(C57B1/6J-CD45.2 x C3H/Hel) F1 recipient mice and (C57B1/6J-CD45.1-Pep3b
x C3H/HeJ) F1 congenic donor mice were bred at a specific pathogen-free (SPF) animal
facility at IRIC in Montreal.

3.6.3 CRU Assay on HSC-Enriched Populations

CRU assay and calculation was performed as described originally (Szilvassy et al.,
1990) with modifications as in (Sauvageau et al., 1995). Recipients were considered re-
constituted (i.e., positive) when = 1% of their peripheral blood leukocytes were of donor
(CD45.1%) origin at 18-20 weeks after transplantation. Two CRU assays were performed
using CD150"CD48 Lin cells and one CRU assay for the CD150*CD48 LincKit*Scal*

subpopulation.

3.6.4 Bone Marrow Cells Culture, Retroviral Infection and Transplan-

tation

Generation of retrovirus-producing GP+E-86 cells, or gene-overexpressing NIH
3T3, were performed as previously described (Krosl et al., 2003b), and seeded in a 96
well plate format, enabling production of a single ecotropic pseudotyped retrovirus per

well (for GP+E-86). See Supplemental Experimental Procedures for details.

3.6.5 Flow Cytometry Assessment of Donor-Derived Hematopoiesis

The contribution of donor cells to peripheral blood reconstitution was determined
at regular intervals following transplantation in individual recipients. See Supplemental

Experimental Procedures for details.
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3.6.6 Analysis of Proliferation and Cell Death

Transduced cells harvested at day 4 of culture using trypsinization were counted
using BD Trucount™ Tubes (BD Biosciences, San Jose, CA, USA) according to manu-
facturer’s guidelines, or stained with Alexa350-annexin V (Invitrogen Molecular Probes,
Eugene, Oregon, USA) and propidium iodide (50 pg/ml) in accordance with the manu-
facturer’s instructions. Individual well contents were analysed by flow cytometry. Gates

were set to exclude GP+E86 retroviral producers by forward- and side-scatter criteria.

3.6.7 Resource Database and Web Application

The open-source postgreSQL relational database engine was used to store the ac-
cumulated data and the web application was built using the open-source Webware appli-
cation server framework. The application is designed to house results from other ongoing
screens from our lab as well as screens performed elsewhere. As such, a sections-based
authentication system has been implemented in order to restrict access to sensitive or non-
published results. We expect this website to become an open access resource for teams

working on deciphering the molecular basis for stem cell self-renewal.

3.6.8 Statistical Analysis

The significance of differences was determined by a two-tailed Student’s t test.
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3.9 Supplemental Figures and Tables
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Figure S3.1 Expression levels of confirmed hits in purified HSC.

(A) Endogenous expression levels of newly identified Hoxb4-like genes in highly purified HSC
at 3 different time points during development, i.e., in CD150"CD48 LincKit*Scal*Mac* fetal
liver (FL) at 14.5 days post-coitum (dpc), and in CD150*CD48 LincKit*Scal* bone marrow (BM)
cells at 3 and 4 weeks after birth. Results are presented as the Ct values of tested genes divided
by the corresponding Ct values of TATA Binding Protein (TBP), serving as an endogenous
control to normalize levels of target gene expression. Reactions were done in triplicate. (B)
Quantitative analysis on HSC vs total tissues with the same genes at the same time points as in
(A). Average ACt values were determined in highly purified HSC [see (A)] and in total tissue,
with TBP serving as an endogenous control to normalize levels of target gene expression.
Relative fold differences were calculated using the total tissue as a reference calibrator for each
candidate gene. Reactions were done in triplicate for each independent experiment (n): n=2 or
each gene, except for Smarccl, Fos, Sox4 and Ski: n=1. (C) Quantitative analysis of the newly
identified Hoxb4-like gene-overexpression levels in HSC-enriched subpopulation. RNA was
extracted from CD150"CD48 Lin’Kit*Sca*® bone marrow cells that were beforehand co-cultured
with retroviral producers for 5 days and sorted for the GFP positive fraction (or from GFP*
retroviral producers for Sfpil). Average ACt values were determined with B-actin serving as

an endogenous control to normalize levels of target gene expression. Relative fold differences
were determined using control vector cells as a reference calibrator for each candidate gene.
Reactions were done in triplicate for each independent experiment (n): n=4 for all, except for
Sfpil: n=3; Hoxb4 and KIf10: n=2; Ski: n=1; n/a=not available.
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Figure S3.2 Purity and activity of sorted HSC subpopulation.
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(%CD45.1%)
8

(A) Left panel shows representative flow cytometry sort profile of the starting HSC-enriched
population used in the primary screen. Events are gated on the Lin-APC cell fraction of

freshly sorted bone marrow cells, with CD150-PE and CD48-FITC positivity along the y-and
x-axis, respectively. Percentage of Sca-PECy5*c-Kit-PECy7* cells within the CD150*CD48 Lin-
contingent is depicted in the right panel. (B) In vivo competitive repopulation assay performed
using CD45.1*CD150*CD48 Lin cells described in (A). Results are presented as cell numbers
(x-axis) against the corresponding percentage of negative mice (y-axis) per dose. Hematopoietic
reconstitution at 20 weeks post-transplantation was deemed negative if less than 1% of the
recipient blood cells were derived from the sorted graft. The mean of two representative assays
is shown. The obtained average CRU frequency was 1 in 24 cells (95% CI: 1/10 to 1/57). In that
respect, ~62 CRU per well (or 8 CRU* per mouse) were seeded at day -5 (see Figure 3.1B). (C)
Results from in vivo limit dilution assays in (B) are displayed as peripheral blood reconstitution
values in relation to calculated CRU numbers. The extrapolated percentage of blood
reconstitution derived from 8 freshly sorted CRU, as indicated, is ~12.5%. This value mirrors
the mean reconstitution level observed in control mice transplanted with an equivalent CRU
fraction (i.e., 8 CRU/mouse; see Figure 3.2A) in the same competitive context, after 5 days of
retroviral infection (day O of the screen), and suggests HSC activity maintenance after this short
co-culture period; CRU=competitive repopulation unit. *Based on the CRU evaluation of the
starting CD150*CD48 Lin" population, it was possible to estimate at ~8 the maximal number of
CRU transplanted per mouse at day 0: 1,500 cells x 1/24 CRU (at day -5) x 1/8 well per mouse =
8 CRU per mouse.
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Figure S3.3 In vivo differentiation of HSC transduced with ;ewly identified genes.

(A) Differentiation potential along the lympho-myeloid lineages in long-term recipients (20
weeks post-transplantation) of HSC transduced with selected candidates. Immunophenotypic
analysis by flow cytometry was performed using specific antibodies against B, T and myeloid
cell surface markers and gated on CD45.1*/ GFP* populations derived from the peripheral
blood, bone marrow and thymus of these mice. Technical difficulties inherent to GFP expression
in certain contexts preclude this type of analysis for the following genes: Smarccl and Prdm16

in all tissues analysed; Ski, KIf10, and Erdr1 in the thymus. Values represent mean+SD and the
number of mice analyzed (n) per candidate gene was n=2, except for vector: n=5; NAI0HD

and Cnbp: n=3; Trim27 and KIf10: n=1. (B) Southern blot analysis showing the proviral DNA in
the BM (upper panel) and in the thymus (lower panel) of selected recipients that were highly
reconstituted at 20 weeks post-transplantation. Transduced HSC remain competent in T cell
differentiation although they displayed enhanced reconstitution activity for each gene, except
for Ski, Prdm16 and Erdrl, where we cannot be certain that the same clone contributed to thymic
and bone marrow reconstitution. Membranes were exposed for 3 days and DNA loading
normalized based on CD45.1 level in peripheral blood. Trim27 blots are also presented in Figure
3.5C; n/a=not available.
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Figure S3.4 Importance of the ex vivo culture in the specificity of the screen.

The background noise characteristic of day 0 (left panel) was abolished by the 7 day ex vivo
culture (right panel) when comparing test values (black: negatives, and red: positives lines)
with vector (yellow lines). This variability at day 0 is due to the short in vitro exposure period
(5 days), the survival benefits granted by viral producer cells, and discrepancies in proliferative
potential (output) of individual HSC, despite equivalent cell doses per well at initiation of
culture. In sharp contrast, a week in vitro culture period led to HSC exhaustion in the absence
of a positive maintenance/self-renewal factor. Relying only on reconstitution data from day 0
cultures, the rate of false positive would dramatically increase to an estimated 19%, negating

this screening method from larger-scale applications.



101

BC085503 (containing frame-shift error)
16 — 57 91-132 132—-171 314aa.
B box-typefl Coiled coil Coile
Zinc finger] (potential) (potel

BC003219 (complete cds)

16 - 57 91-132 132-171 282 — 311 298 — 492 513 a.a.
B box-t i i i i
e e TSs0 2/SPRY Domail—
B
kDa
F: BC085503 (containing frame-shift error)

75- C: BC003219 (complete cds)

50

37-

—
F C
g BC085503 (containing BC003219 (complete cds)
5 50 frame-shift errar)
=
-—
175]
3~
o QL 30
8 () p=6.5x10"%
S O 20 T 1 I
= 3R -7 W
g < p=5.1x10
7 F—— _ F—_—i_

5 P\§§P===I I’\=§I====1
S 0—3 8 12 16 4 8 12 16
(a)

weeks post-transplantation
Figure S3.5 Different forms of Trim27 with different potential.

(A) Two different forms of Trim27 have been tested in this study, i.e., one containing a frame-
shift error (truncated and used in primary screen; accession number BC085503; upper panel)
preserving intact only the RING, B-box and first Coiled-coil domains, and another full-length
form (accession number BC003219; bottom panel) containing in addition the second Coiled-

coil and the SPRY domains. (B) Western blot analysis presenting the detection of the 2 FLAG-
Trim27 proteins of expected sizes; *=degradation product or unknown isoform. (C) Competitive
repopulation assays reporting the differential reconstitution level of recipient mice by HSC
transduced with the different forms of Trim27. Note that the SPRY domain within the full-length
form of Trim27 seems to limit the potential of this gene in enhancement of HSC activity. The left

panel is a replicate from that presented in Figure 3.2C.
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Table S3.1 Scoring system used in candidate selection.

Candidates were selected using microarray gene expression profiling from a leukemia stem
cell line (FLA2, G.S. et coll., in preparation) and expression profiles from enriched stem cell
populations (Bhattacharya et al., 2004; Georgantas et al., 2004; Ivanova et al., 2002; Phillips

et al., 2000; Ramalho-Santos et al., 2002; Shim et al., 2004; Shojaei et al., 2004; Terskikh et al.,
2001). Nuclear factors were selected and rated relative to their expression in different reports/
databases (i.e., high rank=high expression) according to the criteria listed in the text (full
details available upon request). Using this ranking system, genes with a score of 6 or above
were selected for functional studies (n=139), of which 104 have been tested in the screen (genes
followed by an *).



reverse primer sequence

MW (kDa) _special note

104

gene symbol _accession no. forward primer sequence

Acint BC052755 GAGAGAGCGGCCGCATGTTCTCAGACAGCAGAG
Actlea AK090154 ~ GAGAGAGCGGCCGCGTGTACG

Bptf BC060715  GAGAGA CCGCATGGCAGCCAAGGCTC
Brf1 BC037224  GAGAG: ICCGCACCATGACGGGCCGC

Cbfb AK089094  GAGAG: CCGCATGTCGCGCGTCGTCCC
Cbx3 AK002910  GAGAG! iCCGCATGGCCTCCAATAAAACTAC
Cebpg AK050634  GAGAGA ICCGCATGAGCAAGCTGTCGCAG
Cnbp BC058723  GAGAG: ICCGCCAGCAACGAATGCTTCAAG
Crebl1 BC013534  GAGAG: CCGCAAGATGGCGGAGCTGATG
Crem BC034856  GAGAG: iCCGCAAATGACCATGGAAACAG
Ctef BC046398  GAGAGA( CCGCATGGAAGGTGAGGCGGTTG
Dnmt1 BC048148 {CCGCATGCCAGCGCGAACAGC
Dnmt3a AK090132  GAGAG: ICCGCATGCCCTCCAGCGGCC
Edft AK003557  GAGAG: iCCGCTGGCCGAGAGTGACTGG
Egr1 AK040925  GAGAGA (CCGCGATGGCAGCGGCCAAGG
EIft BC057134  GAGAGAGCGGCCGCGCTGCTGTTGTCCAACAG
Erdri BC080795  GAGAGAG CCGCATGCCCACGGGACGC

Fos BC029814  GAGAG: ICCGCCCATGATGTTCTCGGGTTTC
Gabpb1 AK052828  GAGAG! CCGCATGTCCCTGGTAGATTTGG
Gata2 AK004551  GAGAGAC iCCGCCATGGAGGTGGCGCCTG
Gata3 BC062915  GAGAGA( CCGCATGGAGGTGACTGCGG
H2afy BC006955 GAGAG: ICCGCATGTCGAGCCGCGGC
H2afz AK028176  GAGAG: CCGCATGGCTGGCGGTAAGGC
H3f3a AK037900  GAGAG: ICCGCGGCTCGTACAAAGCAGAC
H3i3b AK088075  GAGAGA CCGCAATGGCCCGAACCAAGCAG
Hdact BC092070  GAGAG: iCCGCATGGCGCAGACTCAGGG
Hes1 BC018375  GAGAG: CCGCATGCCAGCTGATATAATGGAG
Hey1 BC086635 GAGAG: ICCGCCCATGAAGAGAGCTCACCC
Hipk2 BC031904  GAGAGA ICCGCATGGCCCCCGTGTACG
Hmgat BC008125  GAGAG: iCCGCAATGAGCGAGTCGGGCTC
Hmga2 BC069985 GAGAG: ICCGCAGCGCACGCGGTGAGG
Hmgb1 BC006586  GAGAG: ICCGCAACATGGGCAAAGGAGATCC
Hmgn1 BC083138 A CCGCCCC, A

Hmgn2 BC103792  GAGAG: {CCGCCCACCATGCCCAAAAGAAAG
Hnrpab AK013384  GAGAGA CCGCGCCGACCATGTCGGAC
Hnrpdl BC021374  GAGAG ICCGCATGGAGGACATGAATGAG
Hnrpk AKO011428  GAGAG: ICCGCAAAATGGAGACCGAACAGC
113 AK048096  GAGAGAC ICCGCTGTGAATGATGATCGCCACG
Irfg BC005450  GAGAGA CCGCATGTGTGACCGGAACGGC
Kif4 BC050946 iCCGCAGAGGTGAAGGGGA

KIf10 BC003316  GAGAG: CCGCATGCTCAACTTCGGCGC
Kif4 BC010301  GAGAGAGCGGCCGCATGAGGCAGCCACCTGG
KIf9 AK028544  GAGAGACAATTGCCATGGCCGCGGCCGCC
Lass4 AK013554  GAGAG: iCCGCTCCAGCATGTCGTTCAG
Maged1 AK017275  GAGAG: ICCGCATGGCTCAGAAACCGGAC
Mbni3 AK088971  GAGAG: iCCGCACACCTGTCAATGTAGCTC
Mef2c BC057650  GAGAG: ICCGCCACGGGGACTATGGGGAG
Meis1 BC023689  GAGAGAGCGGCCGCATGGCGCAAAGGTACGACG
Mkl AK044188 .GGCCGCTGCCGCCTTTGAAAAGCC
Mta2 AK088158 ICCGCTGGCGGCTAACATGTACC
Mxit BC064453 GATGCCCCCGGCCGCGG

Myb BC011513 ICCGCCCATGGCCCGGAGACCC
Mycn BC005453 ICCGCACCCATGCCCAGCTGCAC
Nap1l1 AK050375 iCCGCGCCGACATTGACAACAAAG
Nel AK083307 CCGCCACCATGGTGAAGC

Nfe2l1 BC043063 CCGCCCTTCAGCAATGCTTTCTC
Nfe2l2 BC026943 CCGCCATGATGGACTTGGAGTTG
Nr1i3 BC037645 iCCGCATGTTTGACCAG

Nr4a2 AK087495 CCGCCATGGCTTGTGTTCAGGC
Pbx2 BC062147 ICCGCATGGACGAGCGGCTGCTG
Phct BC052394 CCGCATGGAAACGGAGAGTGAG
Phf3 AK045780  GAGAGAGCGGCCGCATGGTCGGCTGTGGGAC
Pmi BC020990  GAGAG: CCGCCCATGCCTCCCCCAGAG
Polr3k AKO031110  GAGAG ICCGCATGCTGTTGTTCTGCCCG
Prdm16 BC059838  GAGAG: ICCGCCATGCGATCCAAGGCG
Prdm5 AK014501  GAGAG: {CCGCTGCTGGGCATGTACGTAC
Prox1 BC051411  GAGAGAC CCGCGATGCCTGACCATGACAGC
Rbbp7 AKO076016  GAGAG: iCCGCAAGATGGCGAGTAAAG
Rela BC094053  GAGAG: CCGCATGGACGATCTGTTTCCC
Rnps1 BC002061  GAGAG: {CCGCGAATGGATTTATCAGGAGTG
Runx1 BC069929  GAGAGA (CCGCACGATGGCTTCAGACAGC
S BC009091  GAGAG: iCCGCATGGCGACCGGAGCG
Sfpit BC003815  GAGAG: CCGCCTGGATGTTACAGGCGTGC
Sirt2 BC021439  GAGAG: {CCGCATGGCCGAGCCGGAC

Ski BC068305 GAGAGA (CCGCATGGAAGCTGCAGCGG
Smarcad BC060229  GAGAG: (GCCGCATGTCTACTCCAGACCCAC
Smarccl BC052423  GAGAGAGCGGCCGCTATGGCCGCGACAGCGG
Sox4 AK028989  GAGAGACAATTGGCCATGGTACAACAGACC
Ssrpt BC042502  GAGAG: CCGCAACATGGCAGAGACATTGG
Sumot AK002536 ICCGCATGTCTGACC;

Swap70 BC065136 GAGAGAGCGGCCGCGGCCATG

Tada2l BC038821  GAGAGAGCGGCCGCATGGACCGTTTGGGTTCC
Teeal BC083127 CCGCAT( GAGGTGG
Teergl BC039185 GAGAGAGCGGCCGCATGGCTCAACAGCAGGCC
Tef3 AK052721  GAGAGACAATTGCAGCTCGGTGGTGGCC

Tef4 AK028748  GAGAG: iCCGCAATGGATCACCAACAGCGAATG
Tcf712 BC052022  GAGAG: CCGCATGCCGCAGCTGAACGG
Tefec BC098494  GAGAGA( iCCGCATGACCTTTGACTGTCGG
Tes BC010465 GAGAGA ICCGCGCCCAGTATGGACCTG
Tfam AK050446  GAGAG: iCCGCTGGCGCTGTTCCGGGG
Tgif BC005724  GAGAG: CCGCGAATGAAAAGCAAGAAGGGTC
Tle6 BC048832  GAGAG: \CCGCAAGATGAGTATTGGTGTTG
Trim27 BC085503  GAGAGA CCGCATGGCCTCCGGGAGCG
Trp53bp1 BC035206 GAGAGAGCGGCCGCGTGGAGATCAATGATCCTC
Tsc22d1 BC058660  GAGAG: ICCGCCACCCGGCAATGTTCCC
Tsc22d3 BC028813  GAGAG: {CCGCCCATGAACACCGAAATGTATC
Tsn AK010737  GAGAG: ICCGCCTGTGAGCGAGATCTTCG
Vps72 BC004834  GAGAG: iCCGCGGTATGAGTTTGGCTG
Xbp1 BC029197  GAGAGA CCGCATGGTGGTGGTGGCAGCG
Zfp238 BC054529  GAGAG: iCCGCGAGTTTCCAGACCACAGC
Zfp385 BC017644  GAGAG: ICCGCATGCAGCCACCGATGG
Zfp472 BC027407  GAGAG: iCCGCGAGCCAGTGACCTTTGAG
Zfp64 BC004695 GAGAGA (CCGCATGAACGCGAGCGTGG
Zmynd11 BC022945 GAGAG: iCCGCATGTCCCGAGTCCACGG

GAGAGAGAATTCAGTGTTTTCTTGGCTAGCG
GAGAGACAATTGACAGACGTTGAGGTGACG
GAGAGACAATTGCTAAGGAGCTGTAGATTGC
GAGAGACAATTGCTCAGTAGCCATCATCTTC
GAGAGACAATTGTTAACGAAGTTTGAGATCATC
GAGAGACAATTGATTATTGTGCTTCATCTTCAG
GAGAGACAATTGCCTGGAAGGAGATCTAC
TCAATAATTAGGCTGTAGCCTC
[CTGAGGTGAGGATGTCAGG
[CCTGTGTCTATGGAATCATAGC
TCTCACCGGTCCATCATGCTG
TGCTAGTCCTTGGTAGCAGC
TGATGTCCCTTACACACAAGC
TGGTTCATTTCGCCTTCGGC
TCTTCCTGCCTCTCCCTTTGC
GAGAGAGCGGCCGCAAATACCCACCCATAATTCC
GAGAGACAATTGTCAACTGCAATTTTATTGAGG
GAGAGACAATTGTGCTCACAGGGCCAGCAG
GAGAGACAATTGTGGCAGCTAAACGGCTTC
GAGAGACAATTGCTAGCCCATGGCAGTCACC
GAGAGACAATTGCTGCCTCTCTAACCCATG
GAGAGACAATTGCCTAGTTGGCGTCCAG
GAGAGACAATTGATAAGGAATCCAGGCATCC
GAGAGACAATTGACTCTTAAGCACGTTCTC

GAGAGAGAAT

GAGAGAGAAT
GAGAGACAAT
GAGAGACAAT
GAGAGACAAT
GAGAGAGAAT

]

GAGAGACAATTGCCGCTTCAACTTAAGCTCTC
GAGAGACAA CAGGCCAACTTGACCTC
GAGAGACAA TCAGTTCCGCCACGGTC
TTAGAAAGCTCCGATCTCTG
GTTTATATGTAAGGGTATTGG
GAGAGACAATTGTCACTGCTCCTCCTCAGAG
GAGAGACAATTGGCGAGGATGTCTCTTCAG
GAGAGACAATTGACTTATTCATCATCATCATCTTC
GAGAGACAATTGATGCTTAGTCGGACTTAG
GAGAGACAATTGATCACTTGGCATCTCCAGC
3GCCTCTCAGTATGGCTTG

GAGAGACAATT(
GAGAGAGAATTCGACTCCTTCAGTTCTTCAC
GAGAGACAATTGTTATCTGTACTGGTAGTTCATG

GAGAGACAATTGCTTAGACGGTGATCTGTTG
GAGAGACAATTGAAACTCAGTGGGACTCTTC
GAGAGACAA CACTGTGCGGAAGCAG
GAGAGACAA (GTCACATCCACTACG
GAGAGACAATTGACCTCACAAGGGGCTGGC
GAGAGACAATTGGTCCAAGGTTGTCTATGTG
GAGAGAGAATTCTTTACTCAACCCAGAAGAAG
GAGAGACAATTGTACTCTGTAACTCTGCTGC
GAGAGACAATTGTCATGTTGCCCATCCTTCAG
GAGAGAGAATTCTTCATTTACCAGGCAGCAGC
GAGAGACAATTGCTACAAGCAGGAATCCC
GAGAGACAATTGTGCTCAATCCTCCAGGAC
GAGAGACAATTGCTAGGACGCGAAGGAGAG
GAGAGACAATTGTCACATGACCAGAGTTCGAG
GAGAGACAATTGCGTTTAGCAAGTCCGAGCG
GAGAGACAATTGTCACTGCTGCTTGCACTC
GAGAGACAATTGAAGGAACTATTCAAACTTCGTC
GAGAGACAATTGCTCACTTCCTCCGGTC
GAGAGACAATTGCTCCATCCTCCCGAAC
GAGAGACAATTGTTAAAGGGACCGAGAGTTG
GAGAGACAATTGTTAGAAAGGTAAGGTGTCCAG
GAGAGACAATTGGGTCAGTTGGAGGTGTCAG
GAGAGACAATTGACTTAGGTCTCCTTGAGGAC
GAGAGACAATTGAGTTCTGCTTTAAGAGCATG
GAGAGACAATTGGCTAGGCCAGGCATCCC
GAGAGACAATTGCCCTTAATCCCTCCAG
GAGAGACAATTGATCATTGCATATGCCTCCG
GAGAGACAATTGCTCCTCTTAGCTGTCAG

GAGAGACAATTGCTCTACTCGTGAAGGAGTTC
GAGAGACAATTGTGGGTTTAAGATCCTTGCC
GAGAGACAATTGCTTAGGAGCTGATCTGACTC
GAGAGACAATTGCCCTGCTTATCGGGAGG

GAGAGACAATTGGCTAAATCAGAAGCATTCAC
GAGAGACAATTGCTAGTTCTGTGGTGGAGG
GAGAGACAATTGTCAGTGGGGCGGGAGGC
GAGAGACAATTGACTGTTACTGCTGTTCCTC
GAGAGACAATTGTCACTGCCCAGGCTAGG
GAGAGACAATTGTCAGTCGCTGTAGTCTAC
GAGAGAGAATTCCTACTTACACATGCCGTTTG
GAGAGACAAT

GAGAGACAATTG]
GAGAGACAATTGCTAAACCGTCGAGTGACC
GAGAGACAATTGCCGTCACTCTGTGGTC
GAGAGACAATTGTCAGGCTTTCGTGATGTAC
GAGAGAGAATTCACTCAACAGAACTTCCACC
GAGAGAGAATTCTTATTTTGTTGATCGTCTAGTG
SCTTAGTGGGCAGACTTG
TTTCACATCTGTCCCATGTG
AGGCGAGTCTAGTAAG

GAGAGACAATTGCTTACACCGCAGAACCACC
GAGAGACAATTGGCCAGCAAGGCCAGCC
GAGAGACAATTGAGGTGTCTCTATTTGATGAC
GAGAGACAATTGAACTAGAGGCTTGGTGTATAC
GAGAGACAATTGAATTATTTCCAAAGTTCTTGAG
GAGAGACAATTGAGGGTTGAGGTCAGTAGG
GAGAGACAATTGTTAGCCACTGAGCTTCTTC
GAGAGACAATTGCTAGAGGTCGTGGCTGG
GAGAGAGAATTCTCATCTCTTCCGGCGG

MW (kDa)*
68.2

ik

B
not detected

¥
not detected
+

+ okt

2
B

not FLAG-tagged

not detected

S PP ey

4
8

+

+
not detected
+
B
+
~60
~95
not detected

not detected
+

+ ok

+
not detected
not detected

1

R Ry SR R

not detected
+

+

old version (partial cds)

~40 old version (containing frame-shift errors)

+
¥
¥
+
~55
+ unspliced variant
~30

+
not detected
+

+

Table S3.2 Subcloning strategy and protein expression of candidates.

The accession numbers corresponding to each cDNA used as template for PCR amplification

are presented in addition to the sequence of forward and reverse primers used for subcloning.

The size of corresponding FLAG-proteins produced in retroviral producers were estimated and

determined by western blot using an anti-FLAG antibody; sequences underlined in columns
3-4 represent restriction sites used for subcloning; *=estimated according to http:/ /www.

bioinformatics.org/sms/prot mw.html; +=same molecular weight as estimated within a margin

of error of 10 kDa; n/a=not applicable.
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1sw transfer and reconstitution data
2
obtained from primary screen and

validation experiments.

Gene transfer efficiencies, based
on the proportion of GFP* cells at
day 4 (4 days after day 0 in Figure
3.1B), are presented in the 2"
column for each candidate tested
in the primary screen. Values in
other columns represent mean
percentages of peripheral blood
reconstitution levels by CD45.1*
cells in independent experiments
(see also http:/ /www.bioinfo.iric.

ca/self-renewal for more details

and mice identification numbers

29 used in the different experiments).
For validation experiments (i.e.,
experiments 2 to 5), only day 7 data
are presented. Note that several
mice were eliminated at 12 or 16
weeks post-transplantation because
they did not meet our reconstitution
level criteria for primary screen
hit selection (see also Figure 3.2B).
Except for day 0 (n=2 mice) and
vector control (n=9 mice), all values
represent mean of 3 different mice;
expt=experiment; w=weeks; inf.
lev.=infection level.

29

23
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All mice
Selected mice at 20 weeks at 16 weeks
Gene
transfer DDR  Provirus Iw

Gene  Description (%GFP)(%CD45.1) detect. Clonality Day0 Day7 Concl.
vector  negative control 67+28 64  0/11 0 1542 41
Hoxb4  positive control 15 308 38 4  32+6 3116
Smarcc1 SWI/SNF related, subfamily ¢, member 1 105 40+£12 5/7 5 33+3 3118 T
Vps72  Vacuolar protein sorting 72 56+8 38+13 7/7 5 1243 2648 e
Fos FBJ osteosarcoma oncogene 71£9  43x13  2/7 2 5¢1 3128 NCA | @
Trim27  Tripartite motif protein 27 71£26 55+25 4/5 4 9+5 36+11 =
Sox4 SRY-box containing gene 4 76+20 43+16 8/10 6 16+8 339 )
KIf10  Krtippel-like factor 10 54+12 52+14 6/6 6 168 35+7 8
Ski Sloan-Kettering viral oncogene homolog 9+4  44+13 373 4 333 366 2
Prdm16 PR domain containing 16 2+1  48+14 6/6 8 35+2 33x15 g
Erdr1  Erythroid differentiation regulator 1 45+19 58+9  4/5 7 24+12 28+14 T
Sfpi1  SFFV proviral integration 1 40£24 6321 0/3 0 6+2 26x12 NCA | ©

Table S3.4 Summary of Hoxb4-like candidates on HSC activity and clonality of

reconstitution.

Columns 3 to 6 present results for selected mice, which were analyzed at 20 weeks post-
transplantation. These include gene transfer efficiencies as proportion of GFP-positive cells

in cultures at day 4 (mean+SD, column 3), peripheral blood reconstitution by CD45.1* HSC
(meanzSD, column 4), proportion of mice containing proviral DNA in their BM (column 5),
and the minimal number of independent clones contributing to reconstitution (column 6).
Results presented in column 6 show that, except for the 2 non-cell autonomous candidates Fos
and Sfpil, several different clones (n=4-8 per gene) contributed to reconstitution in recipient
mice. In some cases (e.g., Smarccl), we could track up to 5 clones reconstituting a cohort

of mice derived from a single well for an estimated recovery of above 50% of the input LT-
HSC introduced in such cultures. This suggests the absence of clonal dominance, typically
associated with low frequency events such as insertional mutagenesis. Columns 7 to 9 present
peripheral blood reconstitution values (in %) for the entire cohort of mice transplanted at

day 0 (mean+SEM, column 7) and at day 7 (column 8). Column 9 provides an assessment

of possible non-cell autonomous (NCA) activity for each of the candidate gene. Below is a
brief description of the known activity for these 10 genes. Smarccl (SWI/SNF-related matrix-
associated actin-dependent regulator of chromatin subfamily C member 1, or BRG1-associated
factor 155) overexpression positively correlates with tumour recurrence and dedifferentiation
in prostate cancer (Heeboll et al., 2008). Vps72 (vacuolar protein sorting-associated protein 72
homolog) is a new subunit of the TRRAP/TIP60 HAT complex and seems to play multiple roles
in chromatin modification and remodelling in cells (Cai et al., 2005). Fos, or proto-oncogene
protein c-Fos, is a nuclear phosphoprotein, which is thought to have an important role in signal
transduction, cell proliferation, differentiation and protection against stress-induced cell death
in certain cell types (Zhou et al., 2007). Trim27 (tripartite motif-containing protein 27) represses
transcriptional activation by basic helix-loop-helix (PHLH) transcription factors (Bloor et al.,
2005). Note that 2 versions (truncated and full-length) of this gene were tested (see Figure S3.5
for details). Sox4 (SRY-related HMG-box gene 4) is overexpressed in t(8;21)(q22;q22) acute
myelogenous leukaemia (Tonks et al., 2007). KIf10 (Kriippel-like factor 10) acts as an inducer or
repressor of gene transcription to enhance the TGFb/Smad pathway, as well as other signaling
pathways, to regulate cell proliferation, differentiation, and apoptosis in skeletal disease
(osteopenia/ osteoporosis), heart disease (hypertrophic cardiomyopathy), and cancer (breast
and prostate) (Subramaniam et al., 2007). Ski (Sloan-Kettering viral oncogene homolog) seems
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to be involved in the blocking of differentiation in AML via inhibition of RARalpha signaling
(Ritter et al., 2006). Prdm16 (PR domain-containing protein 16) is involved in leukemias with
chromosomal rearrangements. Overexpression of the short isoform, sSPRDM16, in mouse bone
marrow induced AML with full penetrance, but only in the absence of p53. Overexpression
also increased the pool of HSC in vivo, and in vitro blocked myeloid differentiation and
prolonged progenitor life span (Shing et al., 2007). Erdr1 (erythroid differentiation regulator 1)
expression is observed in many normal mouse tissues, yet in hematopoiesis is largely confined
to CD34" cells (Dormer et al., 2004). Finally, Sfpil (transcription factor PU.1 or SFFV proviral
integration 1 protein) acts as a lymphoid-specific enhancer and is a transcriptional activator
that may be specifically involved in the differentiation or activation of macrophages and B cells.
DDR=donor-derived reconstitution; detect.=detection; Concl.=Conclusion.
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1°" recipients 2* recipients (%CD45.1 in blood at 14 wks)
%CD45.1 Fold exp. in Provirus Total B220* CD8* CD11b*
gene mouse no. (16 wks) CD150°CD48Lin" detection blood
vector 2051-59 5+1 n/a no n/d n/d n/d n/d
Vps72 3447 50 56 yes 10 21 13 3
KIF10 2111 72 6 yes 25 36 15 86
3293 65 3 yes 5 4 6 5
Erdrl 3887 68 5 yes 32 28 26 44
Fos 2081 52 n/a no 1 n/d n/d n/d
3472 56 n/a no 1 n/d n/d n/d

Table S3.5 Secondary transplantation assay for selected genes.

For secondary transplantation experiments, frozen-thawed bone marrow cells isolated from
primary animals (20 weeks after transplantation) were cultured for 7 days in feeder-free
growth factor-supplemented media to simulate the conditions utilized between day 0 to

day 7 in the primary screen (see Figure 3.1B). ~5 x 10° input cells (~1/4 femur) cultured cells
were transplanted per myeloablated secondary recipient and blood reconstitution (%CD45.1)
analyzed at 4, 8 and 14 weeks after transplantation (only 14 week data are presented). Note
that, except for primary recipients of vector control cells, reconstitution levels were between
50-72% for all primary mice used in these experiments. Note also that while proviral DNA

for Vps72, KIf10 and Erdrl was easily detected in the bone marrow of each of the primary
recipients (5" column in Table S3.5 and Figure 3.6) it was not found for Fos (Figure 3.6, bottom
panels) and for control vectors (data not shown). The results from Q-RT-PCR experiments
show relative expression levels of the indicated transgenes over their corresponding normal
endogenous levels (expressed as Fold exp. in 4" column) in purified CD150*CD48"Lin" cells
isolated at the time the primary mice were sacrificed. Interestingly for KIf10, there was a
correlation between reconstitution level in secondary recipients and transgene expression in
primary donors (compare results for mouse 2111: 6-fold increase in KIf10 and 25% CD45.1" cells
in corresponding secondary recipient, to that of mouse #3293 in which KIf10 levels are lower).
Also note that the peripheral blood reconstitution in all four secondary recipients analyzed was
multi-lineage. Consistent with a non-cell autonomous function for Fos, secondary recipients of
cells isolated from mice #2081 and #3472 were poorly reconstituted by donor cells. Together,
these results suggest that enhanced self-renewal of HSC, rather than transient expansion

of (multipotent) progenitor cells, is responsible for the observed effects of Vps72, Kif10 and
Erdrl on HSC activity described in this manuscript. Secondary transplantation experiments
also further validate the non-cell autonomous function of Fos within this experimental setup.

Wks=weeks post-transplantation; n/a=not applicable; n/d=not determined



Gene symbol Mouse RefSeq Forward primer

Bmil
Cnbp
Erdrl
Fos
Gpx3
Hdac1l
Hmgb1
Hnrpdl
Hoxa9
Hoxb4
KIf10
Pml
Prdm16
Sfpil
Ski
Smarccl
Sox4
Tcfec
Trim27
Vps72
Xbp1
Zfp472

NM_007552
NM_013493
NM_133362
NM_010234
NM_008161
NM_008228
NM_010439
NM_016690
NM_010456
NM_010459
NM_013692
NM_008884
NM_027504
NM_011355
NM_011385.2
NM_009211
NM_009238
NM_031198
NM_009054
NM_009336
NM_013842
NM_153063

aaaccagaccactcctgaaca
tcttgccaaggattgtgatct
gacggagcgattctcacg
gggacagcctttcctactacc
ggcttcccttccaaccaa
tgctggacttacgaaacagc
ttttcttctcaaggggaageta
aagatcaacgcgagcaaga
tccctgactgactatgcettgtg
ctggatgcgcaaagttcac
ggctaactaagcagccagca
cactcacccagtgacaacca
acaggcaggctaagaaccag
atggagaagctgatggcttg
gagaaagagacgtccccaca
tccaagaaaacactggcaaa
acagcgacaagattccgttc
ccatgagcccagacagtga
ccgactggaccacctaagaa
gacaacttacgggggtttca
agcaagtggtggatttggaa
tgcatcagaagcaggaaatg

Reverse primer
tcttcttctcttcatctcatttttga
gccacctctaccgcagttat
ggcatttctgtacgcagtca
gatctgcgcaaaagtectgt
cccacctggtcgaacatact
gtcgttgtagggcagctcat
cagggcatgtggacaaaag
ccagctcaagcctccaataa
gttggcagccgggttatt
gtgaaactccttctccaactec
gggcttttcagaaattagttcca
cttcatggagccgactgtct
gatgttcaaccaagcatcca
ggaactggtacaggcgaatc
tcaaagctcttgtaggagtagaagc
gggtctcctgttctgtccac
gtcagccatgtgcttgagg
catccaaaatactcccagataaatg
tttttccctctccatctgagte
tccecttcatcaatgtcaaag
ccgtgagttttctcccgtaa
gagtccaacatagtccactctecta

95
88
12
67
92
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Universal Probelibrary #

Table S3.6 Primer sequences and Universal ProbeLibrary probe numbers used in Q-RT-PCR

assays.

“Universal ProbeLibrary #” refers to the identification number for the “Tagman-like” short

probes used in these studies. Sequences for these probes are available online at https:/ /www.

roche-applied-science.com/
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3.10 Supplemental Experimental Procedures

3.10.1 Retroviral Vectors

Template cDNA listed in Table S3.2 are from the following source: cDNA corre-
sponding to BC accession numbers come from ATCC, Manassas, VA, USA; cDNA corre-
sponding to AK accession numbers come from Riken DNABook, Japan. Amplicons were
digested with appropriate restriction enzymes [Not1, EcoR1 (Invitrogen, Burlington, ON,
Canada) and/or Mfel (New England Biolabs, Ipswich, MA, USA)], and subcloned into 1
of 3 modified MSCV-PGK-GFP vectors (pKOF-1, -2 or -3, containing different reading
frames) in accordance with specific frameshift requirements upon subcloning. Confirma-
tory sequencing of all cloned cDNA was performed using the ABI 3730 Genetic Analyser
at the Institute for Research in Immunology and Cancer (IRIC) genomics platform in

Montreal (Dr. Pierre Chagnon).

3.10.2 Animals

Animals were housed in ventilated cages and provided with sterilized food and
acidified water under veterinary supervision. Experimental procedures were revised and
approved by University of Montreal animal ethics committee (Comité de Déontologie de

I’Expérimentation sur les Animaux de 1’Université de Montréal).

3.10.3 Hematopoietic Stem Cell Isolation

Bone marrow cells harvested from C57B1/6J-CD45.1-Pep3b mice were stained with
allophycocyanin (APC)-conjugated primary antibodies recognizing differentiation specif-
ic cell surface markers [Gr-1, B220 and Ter119 (BioLegend, San Diego, CA)]. Cells were
washed, pelleted, and stained with anti-APC magnetic MicroBeads according to manu-
facturer guidelines (Miltenyi Biotec Inc, Auburn, CA, Order no 130-090-855). Depletion
of the lineage positive cells was achieved using the AUTO-MACS magnetic cell separa-
tor system (Becton-Dickinson, San Jose, CA, USA). The lineage negative cell fraction
was subsequently stained with fluorescein isothiocyanate (FITC)-conjugated anti-CD48
and phycoerythrin (PE)-conjugated anti-CD150 antibodies (BioLegend, San Diego, CA).
This step was followed by purification of the PE-CD150*/FITC-CD48/APC-Lin stem
cell enriched subpopulation by flow cytometry using the FACSAria cell sorter (Becton-
Dickinson, San Jose, CA, USA). Cell populations used for Q-RT-PCR expression stud-
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ies were additionally stained with PE-Cy7-conjugated anti-cKit and PE-Cy5-conjugated
anti-Scal antibodies (BioLegend, San Diego, CA) after the lineage depletion step, and
sorting gates set to isolate the PE-CD150*/PE-Cy5-Scal*/PE-Cy7-cKit"/FITC-CD48/
APC-Lin cell fraction from bone marrow, or PE-Cy7-CD150*/PE-Cy5-Scal*/APC-Cy7-
cKit*/FITC-CD48/PE-Mac*/APC-Lin" cell fraction from fetal liver.

3.10.4 Bone Marrow Cells Culture, Retroviral Infection and Trans-

plantation

Freshly sorted CD150*CD48 Lin" CD45.1* bone marrow cells were plated at a den-
sity of 1,500 cells per well, and co-cultured for 5 days on these confluent and irradi-
ated (1,500 cGy of '"Cs gamma radiation) retroviral producers in the presence of Dul-
becco’s modified Eagle’s medium (DMEM) supplemented with 15% fetal bovine serum
(FBS), 10 ng/mL human interleukin-6 (IL-6), 6 ng/mL murine interleukin-3 (IL-3), 100
ng/mL murine stem cell factor (SF), and 6 pg/ml polybrene, 10 pg/ml ciprofloxacin and
10“M B-mercaptoethanol. Upon this infection interval (day 0), contents from each well
were harvested by trypsinization and the retrieved cell volume was partitioned between
cell culture and transplantation requirements. For every candidate gene, 2 independent
C57B1/6J-CD45.2 recipient mice were sublethally irradiated (800 cGy of *’Cs gamma
radiation) and received 1/8 of the cell suspension, along with 2x10° whole bone marrow
competitor cells (CD45.2*). One half of the cell suspension remained in culture for an
additional 7 day period, at the end of which (day 7), 3 independent recipient mice were
similarly transplanted with a graft equivalent to 1/8 of the original cell input, for each
condition. A small aliquot was drawn from day 4 cultures to assess gene transfer by EGFP

expression using flow cytometry.

3.10.5 Flow Cytometry Assessment of Donor-Derived Hematopoi-

esis

A 50ul blood sample obtained from tail vein puncture was incubated with excess
ammonium chloride (StemCell Technologies, Vancouver, BC, Canada) to favour lysis of
erythrocytes. The washed cell pellet was then stained with a primary PE-conjugated an-
tibody recognizing the CD45.1* (donor-derived) leucocyte cell surface marker (BioLeg-
end, San Diego, CA), as described (see HSC isolation section above). Immunophenotype
was determined by flow cytometry (BD LSR II flow cytometer, BD Biosciences, San
Jose, CA, USA) and data analyzed using FlowJo software (Tree Star Inc., Ashland, OR,
USA). Similarly, at 20 weeks post-transplantation, cells isolated from blood, bone mar-
row and thymus were stained with a cocktail of antibodies directed against various cell

surface differentiation markers [APC-Cy7-conjugated anti-B220, PE-Cy5-conjugated an-
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ti-CD11b and PE-Cy5.5-congugated anti-CD3_antibodies (BioLegend, San Diego, CA)]
and analyzed by flow cytometry.

3.10.6 Southern Blot Analysis of Genomic DNA

High-molecular-weight DNA from hematopoietic tissues of long-term (20 weeks)
post-transplantation recipients was isolated with DNAzol reagent (Invitrogen, Carlsbad,
CA, USA), as recommended by the manufacturer guidelines. Proviral integration pat-
terns were determined by Southern blot analysis of isolated DNA as previously described
(Krosl et al., 2003b) using the EcoRI restriction enzyme, with a unique specific recogni-
tion sequence within the integrated provirus DNA. 20 pug of the digested genomic DNA
were separated by 1% agarose gel electrophoresis and transferred to a Zeta-probe mem-
brane (Bio-Rad, Mississauga, ON, Canada). A 710 bp [**P]dCTP EGFP probe, digested
from pEYFP-N1 (Clontech Laboratories Inc., Palo Alto, CA, USA) with EcoRI/HindIII
(Invitrogen, Burlington, ON, Canada), was used to reveal the integration patterns, and a
1.8 kb [**P]dCTP B-actin probe was used for loading control.

3.10.7 Western Blot Analysis

Protein expression of cloned cDNA was assessed in retroviral producing cell lines.
Protein extracts were obtained from transfected GP+E86 cells grown in 96 well plates
by incubation with a 30 ul volume of 1x Laemmli (1/60 B-mercaptoethanol) solution per
well, followed by a 10 min boiling step. Western blots analyses were performed as previ-
ously described (Krosl et al., 2003b). A mouse anti-FLAG primary antibody (BioLegend,
San Diego, CA) was used to reveal the presence of the candidate protein, followed by a
goat horseradish peroxidase-conjugated anti-mouse secondary antibody (Santa Cruz Bio-
technology Inc, Santa Cruz, CA, USA).

3.10.8 Q-RT-PCR Expression Studies

For gene expression profile analyses, cells were harvested following 5 days of
infection using trypsinization, and individual well contents resubmitted to cell sorting
(FACSAria cell sorter, Becton-Dickinson, San Jose, CA, USA). Gates were set to pos-
itively select for GFP* cells, excluding GP+E86 retroviral producers by forward- and
side-scatter criteria. Cells were directly collected in Trizol solution to isolate total RNA,
according to the manufacturer’s protocol (Invitrogen, Burlington, ON, Canada). Reverse
transcription of total RNA was performed using the MMLV-reverse transcriptase (RT)
and random hexamers according to manufacturer’s guidelines (Invitrogen, Burlington,
ON, Canada). Resulting cDNA was pre-amplified using a TagMan® PreAmp (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA) algorithm in which candidate genes specific oligo-
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nucleotides (sequences available on request) were added to the Pre Amp Master mix (final
concentration of 50nM). PCR conditions for the pre-amplification reactions were as fol-
lows: 95°C for 10 minutes, followed by 12 cycles of 95°C/15 sec and 60°C/4 min. The
ABI Gene Expression Assay was performed to measure gene expression levels using
primer and probe sets from Applied Biosystems (primer and probe sequences are avail-
able on request). Q-RT-PCR reactions were done on a high-throughput ABI 7900HT Fast
Real-Time PCR System (Applied Biosystems). Briefly, from a given test sample, the Ct
(threshold cycle) values for each gene were normalized to the endogenous control gene
TBP or B-actin (Applied Biosystems; ACT = Cttarget— Ct,, dogmus) and compared to the mean
ACT from control sample (calibrator) using the AACt method (AACT = ACtSmp]e -ACt,;
oraer): Q- RT-PCR cycling conditions were as follows: 2 minutes at 50°C and 10 minutes
at 95°C, followed by 40 cycles of 15 seconds at 95°C and 1 minute at 59°C. The primer

sequences and probes used in qPCR assays are presented in Table S3.6.
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4.1 Contribution des Co-Auteurs

Le chapitre 4 présente les résultats d’un criblage de facteurs de division asymétri-
que, en utilisant la méme méthode que celle du chapitre précédant, et caractérise en pro-
fondeur le réle d’AP2A2 lors de 1’auto-renouvellement des HSCs. En tout, six nouveaux
facteurs de division asymétrique augmentant 1’activité des HSCs ont été identifiés. Parmi
eux, cinqg ont été€ identifi€s par moi-méme en méme temps que le criblage de facteurs nu-
cléaires présenté au chapitre 3, c’est-a-dire AP2A2, GPSM2, TMOD1, KIF3A et CCNBI1.
J’ai contribué a cet article de maniere importante (>40%). Le projet a été élaboré prin-
cipalement par Guy Sauvageau et Stephen B. Ting. J’ai effectué pres de la moitié des

expérimentations et des analyses.

Ma contribution en pourcentage aux différentes figures et tables de 1’article :
Figure 4.1 : 0%
Figure 4.2 : 90%
Figure 4.3 : 40%
Figure 4.4 : 80%
Figure 4.5 : 20%
Figure 4.6 : 0%
Figure 4.7 : 0%
Figure S4.1 : 0%
Figure S4.2 : 0%
Table S4.1 : 30%

Table S4.2 : 40%
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4.2 Abstract

The stem cell intrinsic model of self-renewal via asymmetric cell division (ACD)
posits that fate determinants be partitioned unequally between daughter cells to either ac-
tivate or suppress the stemness state. ACD is a purported mechanism by which hematopoi-
etic stem cells (HSCs) self-renew, but definitive evidence of this cellular process remains
open to conjecture. To address this issue, we chose 73 candidate genes that function with-
in the cell polarity network to identify potential determinants that may concomitantly
alter HSC fate whilst also exhibiting asymmetrical segregation at cell division. Initial
gene expression profiles of polarity candidates showed high and differential expression in
both HSCs and leukemia stem cells. Altered HSC fate was assessed by our established in
vitro to in vivo screen on a sub-cohort of candidate polarity genes. This revealed six novel
positive regulators of HSC function: Ap2a2, Gpsm2, Tmodl, Kif3a, Racgapl and Ccnbl.
Interestingly, live cell videomicroscopy of the endocytic protein AP2A2 shows instances
of asymmetric segregation during hematopoietic stem/progenitor cell cytokinesis. These
results contribute further evidence that ACD is functional in HSC self-renewal, suggests
arole for Ap2a2 in HSC activity, and provides a unique opportunity to prospectively ana-
lyze progeny from HSC asymmetric divisions.
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4.3 Introduction

Self-renewal is inextricably linked to stem cell division, and despite the premise
that these processes in mammalian systems likely involve ACD, the molecular details
remain enigmatic. Our approach to address self-renewal via ACD in the HSC has been
based on increasing evidence that the mechanistic insights pertaining to polarity molecu-
lar networks, which are integral to ACD and cell fate in the invertebrate models of Droso-
phila melanogaster and Caenorhabditis elegans, are functionally conserved throughout

evolution'?.

Studies from invertebrate models support both extrinsic (niche) and stem cell in-
trinsic mechanisms of ACD. In relation to the cell intrinsic machinery, polarity is initiated
by asymmetrically localizing protein complexes to the cell membrane. Subcomponents
of these complexes act as cell fate determinants that are maintained asymmetrically dur-
ing mitosis, and are subsequently segregated differentially into daughter cells. During
this process, at the simplest level and without factoring in other potential cell organelle*>
or cell cycle component interactions®’, these membrane complexes interact with cen-
trosomes and the cytoskeletal network to respectively anchor and enable correct mitotic
spindle orientation for an ACD*!°. The distinct advantages of these invertebrate models
include the ability to follow the end fate of daughter cells during successive rounds of
ACD, together with real-time video tracking to observe the clear segregation of estab-

lished cell fate determinants during and after the ACD process.

In contrast, within the hematopoietic system, these advantages are attenuated by the
absence of definitive HSC markers or cell fate determinants that could allow for investi-
gations of successive divisions of the long-term repopulating HSC (LT-HSC). The added
factor of HSC motility outside of its niche further hinders prospective daughter cell fate

analysis.

Despite these limitations, important aspects of HSC self-renewal with indirect im-
plications for ACD as a mechanism have been reported. For example, for many decades
single cell manipulations with more enriched HSC populations over time have docu-
mented different in vitro''? and in vivo'>'* cell fates. And, evidence of asymmetrical seg-
regation of proteins within the hematopoietic system has also been reported!¢'8, although
without confirming an alteration in cell fate, as in vivo daughter cell assays were not

tenable in these studies. Other studies have used live cell videomicroscopy of single
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cells derived from a population enriched for HSCs together with clonal fate of progeny
as measured by in vivo repopulation assays to provide morphological clues as to the
identity of LT-HSCs without in this setting, confirming ACD per se'’. Far from being
a critique, these examples reflect the difficulty of directly connecting ACD to daughter
cell fate within the heterogeneity of the HSC system. Our paper aims to provide further
evidence that the process of ACD is functional in HSC fate and to serve as a foundation
for ongoing future studies that may allow ACD, HSC fate and self-renewal to be directly

and mechanistically linked.
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4.4 Material and Methods

4.4.1 Retroviral vectors; Animal husbandry; Hematopoietic stem cell
isolation; Q-RT-PCR expression studies; Bone marrow cells cul-
ture, retroviral infection and transplantation; Flow cytometry as-
sessment of donor-derived hematopoiesis; Southern blot analysis
of genomic DNA; CRU assay on HSC-enriched cells; and Cell

proliferation and cell death analyses.

All of these methods are as detailed in Deneault et al.’. All animal procedures were
performed after approval from the Animal Ethic Committees of University of Montreal

and Peter MacCallum Cancer Institute.

4.4.2 Resource database and web application

Found at http://www.bioinfo.iric.ca.self-renewal/

4.4.3 Confocal Microscopy

Mouse adult bone marrow (BM) and E14.5 fetal liver (FL) cells were independently
isolated and lineage depleted by staining with APC-conjugated primary antibodies to Gr1,
B220 and Ter119 (all from Biolegend). Respective BM and FL cells were stained with
anti-APC magnetic microbeads according to manufacturer guidelines (Miltenyi Biotec),
and lineage positive cells depleted via the AUTO-MACS magnetic cell separator system
(Becton-Dickinson). For the adult BM cells, lineage negative cells were stained with
PE-CD150, APC-CD48, PE-Cy5-Sca, and PE-Cy7-Kit conjugated antibodies, and the en-
riched CD150%48 Lin Sca*Kit* (LSK) subpopulation of cells collected by flow cytometry
using the Aria II FACS machine (Becton Dickinson). For the FL cells, lineage nega-
tive cells were stained with PE-CD150, APC-CD48, PE-Cy5-Sca, FITC-Mac conjugated
antibodies, and the enriched CD150%48 Sca*Mac1*Lin subpopulation of cells collected.
These respective subpopulations of cells were resuspended in Dulbecco’s Modified Ea-
gle’s Medium (DMEM) with 15% fetal bovine serum. Respective BM and FL enriched
subpopulations up to 50,000 cells per slide were seeded onto poly-L-lysine coated cov-
erslips and incubated at 37°C for 60 minutes. Cells were then fixed with 4% PFA for 15
minutes at 4°C and permeabilized with PBS, 1% BSA, 0,1% Tween and stained with
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primary antibodies to Ap2a2 (Abcam AP6, ab2730) and/or Numb (Abcam, ab4147) and
revealed by Alexa Fluor 488 and/or Alexa Fluor 594 labelled secondary antibodies (Mo-
lecular Probes). Fluorescent images were obtained with a confocal microscope (LSM510

meta Zeiss).

4.4.4 Videomicroscopy

Freshly sorted PE-CD150*/APC-CD48/PE-Cy5-Sca*/PE-Cy7-cKit*/Lin bone mar-
row cells from histone H2B-GFP mice were transduced with retroviral producers infected
with MSCV-cherry-Ap2a2 and/or pCXIBSR-venus-Numb vectors for 3 days. Cells were
then sorted based on forward and side scatter, to differentiate between hematopoietic
and feeder cells. Isolated hematopoiteic cells in bone marrow media®® were seeded into 8
mm sterile cloning discs (Bel-Art, Scienceware No.F378470100) placed on glass-bottom
MakTek no.1.5 dishes (MatTek Corporation, Ashland, MA, USA) of a confluent and ir-
radiated (1500 cGy of '*’Cs gamma radiation) layer of either NIH 3T3 or OP9 cells. Video
imaging comprised of 3 colors (green and red fluorescence, and transmitted light) and 4
z-sections, 2.5 um apart, every 15 minutes for 24 hours with an Olympus 60x/1.42NA
oil immersion lens and a Photometric CoolSnap HQ2 camera on a DeltaVision video mi-
croscope fitted with a 37°C environmental chamber (Applied Precision). Video analyses
were performed with soft WoRxExplorer software (Applied Precision), and Imaris (Bit-

plane Scientific Software).

4.4.5 Statistical analysis

The significance of differences was determined by two-tailed Students t test.
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4.5 Results

4.5.1 Candidate polarity screen for HSC expansion

Using existing expression databases®' and literature analyses, we compiled a can-
didate gene list of polarity cell fate determinants for initial gene expression profiling.
Given the heterogeneity of the HSC compartment, we used two established enriched HSC
subpopulations, the CD150%48 41 Lin"and CD49b-Rhodamine'°*LLSK cells for assessment
(Figures 4.1A-C and supplemental Table 1). These gene expression profiles show that a
broad range of polarity candidates are highly and differentially expressed in both HSC
and leukemia cells (Figures 4.1A-C). To assess whether polarity genes would be altered
by an established HSC expansion factor??, we profiled gene expression levels of a subset
of candidate genes after HSCs were transduced with HoxB4 in comparison to MSCV vec-
tor (Figure 4.1D). This data shows that HoxB4 does not impact on this subset of polarity
candidate genes at the mRNA level.

Based on our gene expression profiles (Figure 4.1), 43 (~60%) of the candidates were
chosen to assess whether any of these genes could alter the fate of LT-HSC by utilizing an
established gain of function in vitro to in vivo assay (see Deneault et al.?, for full details)

(Figure 4.2A-B and http://www.bioinfo.iric.ca/self-renewal/). The theoretical essence of

this screen is based on the relative inability of HSCs to preserve functional identity (i.e.
self-renewal) during a period of in vitro culture, where apoptosis or differentiation are the
predominant HSC fate, and as measured by the relative absence of in vivo repopulation of
sublethally irradiated recipients upon transplantation. In contrast, transduction by a can-
didate fate-transforming gene, to either maintain or expand the HSC population after in
vitro culture would result in a predominant donor-derived in vivo transplantation output.
Briefly, 1,500 enriched CD150%48 Lin" HSCs (equivalent to ~62 competitive repopulating
units (CRU) per well or 8 CRU per transplanted mouse®) from CD45.1 mice were trans-
duced with high titer retroviruses produced from transfections with the candidate genes
and cultured in vitro for 7 days before transplantation into 3 recipient CD45.2 mice. Every
4 weeks up to 16 weeks, donor-derived white blood cell reconstitution was assessed. The
two negative controls were HSCs transduced with vectors pKOF and MSCV; whilst the
two positive controls were transduced with the NUP98-HOXA10 fusion (NA10HD)* and
HoxB4****, with the positive cut-off set at the latter’s mean reconstitution of 30% at 16
weeks. This primary screen revealed six (14%) positive candidates that significantly in-

creased hematopoietic reconstitution: Ap2a2, Gpsm2, Tmodl, Kif3a, Racgapl and Ccnbl
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Figure 4.1 Gene expression profiles of HSC polarity fate determinants.

Candidate genes were classified according to Gene Ontology (GO) groups (see below) based
initially on: biological process (Groups I-XI). In the absence of a biological process, then based
on: molecular function (Group XII) and cellular component (Group XIII). The expression of
these candidate genes was performed on purified HSC populations in comparison to more
differentiated progenitors. Each data set is represented by the mean average delta Ct from two
experiments. Gene expressions from: (A) HSCs sorted on CD150*4841Lin" (with a stem cell
frequency of 1 in 10 based on competitive repopulation unit assay (CRU), data not shown)
and Progenitors CD150%4841Lin" (B) HSCs sorted on CD49b-Rhodamine'” LSK (with a stem
cell frequency of 1 in 8 based on CRU, data not shown) and Progenitors CD49b Rhodaminehish
LSK, and (C) Two independent murine leukemias, FLA2 and FLB1 derived from HoxA9*Meis1
transduced fetal liver cells, that differ in leukemia stem cell frequency of respectively, 1 in 1.4
and 1 in 347 (based on previous CRU, data not shown). (D) A subset of these candidate genes
were profiled after CD150*4841-Lin" HSCs were transduced with an established expansion
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factor, HoxB4 in comparison to MSCV vector alone transduced HSCs. GO Groups: I_GO_7049
cell cycle; I1_51301 cell division; III_30154 cell differentiation; IV_45165 cell fate commitment;
V_7163 establishment or maintenance of cell polarity; VI_16192 vesicle mediated transport;
VII_16459 myosin complex; _7017 microtubule-based process; VIII_7154 cell communication;
IX_50678, _7242, 7169, _6468 receptor signaling pathways; X_48729 tissue morphogenesis; and,
_43066 negative regulation of apoptosis; XI_33036, _51234 macromolecule and establishment
of localization; XII_5515, _8092 protein and cytoskeleton binding; _3774 motor activity; _8266,
_3723 RNA binding; XIII_5886,16020 membrane; _45177 apical part of cell. From studies (A,

B and C), a scoring criteria (data not shown) based on the absolute average delta Ct and the
relative expression in the stem versus progenitor cell populations was used to quantify the
candidates chosen for the in vitro to in vivo overexpression screen (see also Supplemental Table
4.1).

(Figure 4.2B, supplemental Table 2 for full results without (Day 0) and with (Day 7) in

vitro culture).

Whilst the other positive candidates will be subsequently analyzed, we have ini-
tially focused on the candidate, Ap2a2, given it was the most potent HSC expansion gene

within the screening experiments (Figure 4.2B).

4.5.2 Validation and self-renewal of Ap2a2-transduced HSCs in vitro

To validate Ap2a2 as a genuine candidate, we performed 3 further independent in
vitro to in vivo assays with the mean reconstitution levels from each assay supporting
the initial screen results (Figure 4.2C, and see Ap2a2 gene results at http://www.bioinfo.
iric.ca/self-renewal/). We also confirmed the expression of Ap2a2 protein from NIH 3T3
(i.e., GP+E-86) producer cells used during HSC transduction (Figure 4.2D). To ensure
that aberrant retroviral insertion was not aiding the reconstitution advantage of Ap2a2-
transduced HSCs, we performed clonal analysis of cells obtained from bone marrow and
thymus from two reconstituted mice (Figure 4.2E). This showed the presence of many
clones in different independent mice, together with multipotentiality of transduced cells
given the same clones were present in both myeloid (bone marrow) and lymphoid (thy-
mus) predominated tissues of the same mouse. Further evidence of the multipotency is
provided by flow cytometry analysis from a representative recipient transplanted with
Ap2a2-transduced HSCs, sorted on donor CD45.1 cells with B cell (B220), monocyte-
macrophage (CD11b) and mature T cell (CD4, 8) reconstitution (Figure 4.2F).

To validate and test whether Ap2a2-transduced HSCs expanded and/or are main-
tained ex vivo, we performed CRU assays*** (Figure 4.3A). Initially, (based on day 0
CRU assays) 200 CD15048 Lin" HSCs from CD45.1 mice were transduced with Ap2a2,
pKOF vector (negative control) and, HoxB4 and NAIOHD (positive controls), cultured
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from bone

(F) Flow cytometry from an Ap2a2-transduced recipient mouse sorted on donor CD45.1 cells.

for 7 days in vitro and transplanted in limiting cell numbers into sublethally irradiat-

ed CD45.2 recipients. Analyses of donor white blood cell reconstitution at 12 weeks

were used to determine CRU frequencies. The respective frequencies were: pKOF (1 in
457,107), Ap2a2 (1 in 136,135), HoxB4 (1 in 8,165) and NAIOHD (1 in 1,036) cells (Fig-
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Figure 4.3 Analyses of Ap2a2-
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ure 4.3A). Interestingly, when these calculated CRU frequencies are analyzed in relation
to the input 200 CRU cells at day 0, and the absolute numbers of cells at the end of the in
vitro culture period, we find the following fold differences in CRU cells after transduc-
tion with pKOF (a 29-fold reduction), Ap2a2 (an 11-fold reduction), HoxB4 (a 2-fold
increase) and NAIOHD (a 19-fold increase), respectively. These results suggest that the
enhanced HSC activity invoked by Ap2a2 transduction may be attributable to a relative
reduced loss and/or maintenance of HSC numbers in vitro coupled with a proliferative

effect in vivo, after transplantation.
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To further investigate for self-renewal of expansion in vitro we looked for clonal
expansion of Ap2a2-transduced HSCs by analyses of proviral integration patterns from
11 primary recipients (Figure 4.3B). Based on the absence of the same clones in any of
these 11 mice from 4 independent cell culture populations (Figure 4.3B), we surmised
there was no clear evidence of predominant in vitro symmetrical self-renewal with Ap2a2
during our seven days of culture. In contrast, similar clonal analyses from the majority of
transcriptional positive regulators of HSCs from our previous screen® showed symmetri-

cal self-renewal divisions in vitro.

In the context of seemingly limited numbers of Ap2a2-transduced HSCs providing
enhanced HSC function, we quantified phenotypic LT-HSC populations and the prolifera-
tive output of Ap2a2-transduced HSCs. From a separate cohort of CD45.1 donor mice,
CD150%48 Lin HSCs were transduced with vector and Ap2a2 and in vitro cultured before
transplantation with 200,000 CD45.2 bone marrow competitor cells into sublethally ir-
radiated CD45.2 recipients. We measured the percentage of LT-HSCs (CD150*48 LSK)
within the donor CD45.1-transduced and CD45.2 subpopulations of recipient mice 20
weeks after transplantation (Figure 4.3C). In the Ap2a2-transduced mice, the percentage
of LT-HSCs was less in the donor CD45.1 population in comparison to the CD45.2 recip-
ient-competitor cells (Figure 4.3C). In contrast, measurement of the proliferative output
per Ap2a2-transduced LT-HSC using the mean activity of stem cell (MAS), as detailed
in our previous functional screen for HSC activity?’, we found a 13-fold higher MAS
for Ap2a2-transduced LT-HSC when normalised to freshly sorted HSCs (Figure 4.3D).
This relative MAS activity is not only higher, but statistically more significant, than both
Hoxb4-transduced and the most potent gene from our initial screen, 7Trim27-transduced
cells® (Figure 4.3D-E). This suggests Ap2a2-transduced HSCs possess the ability for

superior proliferative output per HSC.

Overall, these studies of in vitro cultured Ap2a2-transduced HSCs exhibit increased
HSC activity in vivo (Figure 4.3D-E), yet absence of obvious in vitro HSC expansion
based on CRU assay (Figure 4.3A) and clonal analyses in primary recipients (Figure
4.3B); and without a quantitative increase in LT-HSCs (Figure 4.3C) infers Ap2aZ2 in-
duces maintenance of HSCs in vitro that is translated to an in vivo proliferative advantage
by either a preference for asymmetric self-renewal divisions and/or a qualitative change
in LT-HSCs.

4.5.3 Self-renewal of Ap2a2-transduced HSCs in vivo

To assess whether Ap2a2-transduced LT-HSCs retained self-renewal capacity in
vivo, we performed secondary transplantation assays. Eleven primary Ap2aZ2-transduced
mice from Figure 4.3B (mice 2119 to 3491), and a further 5 mice (Figure 4.4A, 5317 to
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was taken at 20 weeks post-transplantation (supplemental Figure 4.1A). From these three
vector-transduced and three Ap2a2-transduced primary recipient mice, bone marrow cells
were flow sorted for donor CD45.2 cells. Equivalent limiting donor cell numbers, together with
200,000 CD45.1 competitor bone marrow cells were transplanted into sublethally irradiated
secondary CD45.1 recipients for assessment of donor reconstitution. Analyses at 16 weeks post

secondary transplantation via WEHI bioinformatics ELDA software (http:/ /bioinf.wehi.edu.

au/software/elda/). (D) Quantification of CD45.2 donor reconstitution in secondary recipients
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with respective transduced-HSCs from CRU in (C). p values for recipients transplanted with
respectively, 100,000, 200,000 and 500,000 Ap2a2- compared to vector-transduced cells are

0.02, 0.03 and 0.01 (asterisks). (E) Donor-derived compared to recipient-derived LSK cells

in bone marrow from secondary recipients analysed at 20 weeks post transplant. Given the
minimal CD45.2 donor repopulation in vector-transduced recipient mice (Figure 4.4D), the
two vector-transduced mice together with the competitor CD45.1 subpopulations from the
Ap2a2-transduced recipients were assessed together as the competitor CD45.1 population, and
compared to the Ap2a2-transduced CD45.2 donor populations for respective LSK% . *p value =
0.02.

5343) from another experiment with high Ap2a2-transduced HSC donor reconstitution
were sacrificed at = 16 weeks, and used as primary donors. Approximately 5x10° cells
(without congenic helper cells) were transplanted into 4 secondary recipients per primary
mouse (Figure 4.4A-B) that were analysed at 23 weeks post transplantation. Positive
donor reconstitution in the majority of secondary recipients confirmed that Ap2a2-trans-
duced HSCs exhibited prolonged in vivo activity within the primary mouse (Figure 4.4A).
Secondary recipient bone marrow and thymic tissue gated on donor CD45.1 expressed
markers for B, myeloid and T cell lineages suggesting donor cells retained lymphomy-
eloid differentiation capacity (data not shown). To assess for in vivo clonal composition,
one primary donor from each independent well of Ap2a2-transduced cell population in
Figure 4.3B, together with respective multiple secondary recipients were analysed for
proviral integrations (Figure 4.4A-B as color coded). This showed at least two indepen-
dent clones from each primary donor in multiple respective secondary recipients (Figure

4.4B) consistent with clonal in vivo symmetrical cell divisions.

As clonal symmetrical HSC divisions may be expected to occur in the transplant
setting, to quantify the in-vivo self-renewal of Ap2a2-transduced HSCs, we performed
CRU assays in another batch of secondary recipients (Figure 4.4C-E). At 16 weeks post
transplantation, the CRU frequency for the vector-transduced cohort was 1 in 402,807
cells as compared to 1 in 57,428 cells for the Ap2a2-transduced cohort of secondary
recipient mice (Figure 4.4C and supplemental Figure 4.1A-C). Furthermore, for equiva-
lent transplanted donor cell doses, Ap2a2-transduced HSCs provided significantly greater
and incremental dose-dependent reconstitution in comparison to vector-transduced HSCs
(Figure 4.4D).

To correlate and quantify HSC numbers after in vivo self-renewal, ten of these
secondary recipient mice (two vector-transduced and eight Ap2a2-transduced) were sac-
rificed at 20 weeks for analyses of donor CD45.2- versus competitor CD45.1-derived
bone marrow LSK subpopulations (Figure 4.4E). The percentage of LSK cells in the
Ap2a2-transduced CD45.2-derived population when normalised to an equivalent 200,000

CD45.1 competitor cell dose, showed a modest but statistically significant two-fold greater
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increase in the Ap2a2-transduced CD45.2 donor-derived LSK population (Figure 4.4E).

These secondary recipients reconstitution results show that Ap2aZ2-transduced HSCs
have a modest quantitative in vivo self-renewal expansion, yet maintain potent HSC re-
constitution activity (Figure 4.4C-E). These results are similar to the in vitro to in vivo
transplantation assay results in primary recipients (Figure 4.3A-E) where the increased
Ap2a2-transduced HSC reconstitution is also seen without a significant corresponding
quantitative increase in HSCs. This suggests that the Ap2a2-induced enhanced HSC ac-

tivity occurs mostly in vivo, both in primary and secondary recipients.

4.5.4 Effect of Ap2a2 shRNA in HSCs

We further investigated the role of Ap2a2 in HSC activity by studying the impact
of shRNAs that reduce Ap2a2 mRNA levels by 50 to 90% within the context of our in
vitro to in vivo reconstitution assay (supplemental Figure 4.2A-B). Results from these
experiments suggest that Ap2a2 is dispensable for hematopoiesis. Homing efficiency as
measured by percentage of donor CD45.2 transduced cells in the bone marrow of re-
cipients at twenty-four hours post transplantation, and Annexin V apoptosis assays of re-
spective transduced-HSCs cultured for seven days in vitro revealed no significant differ-
ences between 3-, 4- and 5-shAp2a2-transduced as compared to shLuciferase-transduced
CD150*48Lin" HSCs (data not shown).

These Ap2a2 knockdown assay results together with the findings from our previous
screen® of non-cell-autonomous activity for other positive regulators of HSC expansion
during in vitro culture, led us to assess whether such activity was also aiding the in vivo
effect of Ap2a2-transduced cells. Using non-viral-producing NIH 3T3 cells for transfec-
tion with Ap2a2, followed by subsequent HSC co-culture and transplantation, details as
per Deneault et al.**, we found no evidence for a non-cell-autonomous contribution (data
not shown). Therefore, overexpression of Ap2a2-transduced HSCs results in enhanced
HSC activity upon in vivo transplantation, whilst the knockdown of Ap2a2 in HSCs sug-
gests Ap2a2 has a redundant role within the limits of the in vitro culture and transplanta-

tion assay.

4.5.5 Evaluation of Ap2a2-transduced HSCs

We next assessed whether we could detect qualitative differences in Ap2a2-trans-
duced HSCs by looking at Ap2a2 overexpression on proliferation, survival or differentia-
tion of CD150*48 Lin" cells. The absolute cell count after in vitro culture of CD150%48"
Lin cells transduced with pKOF, Ap2a2, HoxB4 and NA10OHD (60% to 69% gene transfer)
showed that the number of Ap2a2-transduced cells was not enhanced (Figure 4.5A). In
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Figure 4.5 Qualitative effects of Ap2a2-transduced HSCs.

(A) Cell proliferation counts of respective GFP positive transduced cells, *p=0.03. Values
presented are mean + SEM from independent experiments for pKOF (N=3), pAp2a2 (N=4),
HoxB4 (N=4) and NA10HD (N=2). (B) Methylcellulose assays for in vitro proliferation and
differentiation. Values presented are mean + SEM number of GFP positive colonies from

3 independent experiments. Statistical significance between vector and Ap2a2, for CFU-G
(*p<0.001), CFU-GEMM (*p=0.02) and BFU-E (*p=0.002). (C) Cytospin morphology of respective
GFP positive transduced cells. Ap2a?2 (asterisk, clusters of undifferentiated blasts). (D) Mean *
SEM from 300 cell differential counts with respective GFP positive transduced cells from (N=x)
independent experiments for Vector (N=5), pAp2a2 (N=5) and NA10HD (N=2). Statistical
significance between vector and Ap2a2 (*p=0.002) and NA10HD (*p=<0.0001). (E) Q-RT-PCR
expressed as G0:Cycling ratio (mean + SEM) from LT-HSC (CD49bRho"*"LSK) and IT-HSC
(CD49b*Rho™*LSK) populations paired for GO-quiescent and cycling from seven independent
sorts. Both Ccnb1 (Cyclin B1) as part of the cell cycle network (6) and Gpsm2, involved in active
mitotic spindle orientation (8-10) serve as effective internal controls given their (expected)
relative higher expression during cycling (see also supplemental Figure 4.2C).

vitro proliferation analyses with methylcellulose colony forming assays showed that

Ap2a2-transduced HSC-progenitor cells were capable of producing the full spectrum of
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differentiated colonies (Figure 4.5B) with no differences in colony size (data not shown).
Differentiation arrest has been found to contribute to the prominent HSC expansion medi-
ated by HoxB4 and NAIOHD (Cellot et al., 2007). Ap2a2-transduced HSCs however show
a limited differentiation arrest compared to NAIOHD-transduced HSCs (Figure 4.5C-D

corresponding blue bars).

Other key cellular pathways assessed via in vitro analyses of LSK cells transduced
with and without Ap2a2 for 5 days were: cell cycle by Hoescht/phospho-histone H3 and
BrdU-pulse and chase for 24 hours; cell death by annexin V/propidium iodide; senescence
by beta-galactosidase, and measurement of cell divisions using cell track violet for up to
10 days in culture. All of these assays showed no differences between Ap2a2-transduced
versus vector-transduced cells (data not shown). Overall, in vitro Ap2a2 modestly inhibits
primitive hematopoietic cell differentiation without altering apoptosis and the other key

cellular processes involved in self-renewal.

Another important property of the stem cell is the ability to remain quiescent until
actively required. This concept has been highlighted within the hematopoietic system by
the identification of a small population of multipotent, dormant LT-HSCs***". To assess
this in vivo, we assessed the cell cycle status from ten secondary recipients sacrificed at
20 weeks. The LSK subpopulations from the Ap2a2-transduced CD45.2 donor-derived
and competitor CD45.1-derived subpopulations were stained with DAPI-Ki67 to assess
in particular, the percentage of cells in GO. There was no difference in GO or any other cell

cycle parameters between the two cell subpopulations (data not shown).

As the dormant LT-HSC population is both small and heterogenous, detection of a
difference at the bulk population level would be difficult. To circumvent this, and further
investigate the Ap2a2-quiescence link, from independent sorts we isolated batches of 30-
50 cells of the LT-HSC and multipotent intermediate-term HSC (IT-HSC)* populations
whilst in quiescence and in cell cycle for Ap2a2 expression. This IT-HSC population,
isolated in the CD49b" Rhodamine'*” LSK fraction and separable from the classical short-
term repopulating HSC, generates multilineage clones that expand through to 8 weeks.
Although the clones subsequently regress, lymphoid components remain detectable be-
yond 6 months. In contrast, the established LT-HSC (CD49b-Rhodamine'* LSK) sustains
multilineage reconstitution beyond 6 months and for the lifetime of the animal. Gene
expression was measured on Affymetrix microarrays (full method as per Benveniste et
al.?). These results (supplemental Figure 4.2C) suggest that Ap2a2, and to a lesser degree,
Numb are preferentially expressed in the quiescent versus cycling state of both the LT- and
IT-HSC. To quantify these microarray results, we performed Q-RT-PCR on paired GO-
quiescence and cycling LT-HSC and IT-HSC populations from seven independent mouse

sorts (Figure 4.5E). These results confirmed the microarray findings, and in particular
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Figure 4.6
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asymmetrical AP2A2 with symmetrical NUMB. (G) A representative fetal liver E14.5 CD150+48-
Sca+Macl+Lin- cell during mitosis, showing endogenous AP2A2 and NUMB as diffusely
symmetric vesicles that are essentially not co-localized (N=7 cells in mitoses). (H) Still frames
from live cell videomicroscopy of representative adult CD 150+48-LSK cell, co-transduced

with cherry-Ap2a2 (Cherry-red) and venus-Numb (Fitc-green) constructs showing the absence

of co-localization during mitosis. Total of N=20 cells seen in mitoses. From 2 independent
experiments, 17 out of 20 cells (85%) seen in mitoses showed absence of co-localization. (I)

FLAZ2 leukemia cells stained for Ap2A2 and NUMB. (J) Adult CD150*48°LSK cells transduced
with vector alone and (K) HoxB4, then stained for AP2A2, (see Supplemental Figure 4.2B). All
confocal images acquired with inverted LSM 510 microscope (Carl Zeiss) using Planapochromat
63x/1.4 NA oil lens objective (Carl Zeiss) and analysed with Software LSM version 3.2 (Carl
Zeiss). All scale bars = 10 um.

showed that Ap2a2 mRNA expression was respectively, 4.5- and 7.5-fold increased in the

LT- and IT-HSCs during quiescence as compared to the cycling state.

4.5.6 Disparate Ap2a2 and Numb localization in HSC

In our screen, Ap2a2 was chosen as a candidate based on its association with the cell
fate determinant, Numb. AP2A?2 is the large alpha adaptin subunit of the adaptor-protein
2 (AP-2) heterotetrameric complex that is integral to clathrin-coated pits during endocy-
tosis of transmembrane receptors®*°. AP2A2 has been shown to bind NUMB in mam-
malian cells*'*, and in the Drosophila sensory organ precursor system it is hypothesized
that AP2A2 binding to NUMB allows the latter to be transported to the cell membrane
for Notch receptor inhibition*. Within these contexts, we investigated the relationship

between AP2A2 and NUMB localization in purified hematopoietic cells.

Initially, we analyzed adult CD150*48LSK cells for endogenous localization of
both proteins. Both AP2A2 and NUMB were localized in distinct vesicles (Figure 4.6A).
But, surprisingly the majority of these respective vesicles were not co-localized (Figure
4.6A-B blue bars). Especially for AP2A2, individual vesicles appeared to coalesce as
cytoplasmic clusters (Figure 4.6C). These AP2A2 and NUMB clusters more frequently
co-localized (Figure 4.6B-C red bars). Whereas AP2A2 in adult HSCs was more often lo-
calized asymmetrically in cytoplasmic clusters; in embryonic day 14.5 (E14.5) fetal liver
CD150%*48 Sca*Macl*Lin cells, AP2A2 and NUMB were more often distributed sym-
metrically at the cortical membrane (Figure 4.6D-E). In a smaller fraction of E14.5 fetal
liver cells, AP2A2 was localized asymmetrically, and often when NUMB remained sym-
metrically distributed (Figure 4.6F). In both E14.5 fetal liver CD150*48 Sca*Mac1*Lin
and adult CD150*48LSK cells during mitoses, the asynchronous distribution of Ap2a2
and Numb vesicles persists (Figure 4.6G-H).

Recent literature'®**3* has suggested that an underlying mechanism of mammalian
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cancer cell expansion includes disruption of the balance between symmetric cell division
(SCD) and ACD. We analyzed the distribution of AP2A2 and NUMB in two murine my-
eloid leukemia lines derived in our laboratory (FLA2 and FLB1) (Figure 4.61). In both
leukemias the symmetrical distribution patterns resembled that found in E14.5 fetal liver
CD150%48 Sca*Mac1*Lin" cells (compare Figure 4.6E to 4.61). This may infer that leu-
kemia cells and primitive hematopoietic cells during development are balanced towards
SCD pathways that theoretically drive their expansion. Interestingly, when we transduced
adult CD150"48LSK cells with the expansion factors, HoxB4 or NAIOHD, the AP2A2
distribution was altered from a predominantly asymmetrical to symmetrical pattern (Fig-
ure 4.6J-K and supplemental Figure 4.2D). This change in Ap2a2 protein distribution in-
duced by HoxB4 is in contrast to the absence of change at the mRNA level (Figure 4.1D),
and suggests that a re-localization of fate determinant(s) may contribute to HoxB4- and
NAI1OHD-induced HSC expansion.

4.5.7 Ap2a2 segregation during HSC mitosis

Another important aspect of our investigations was to identify potential cell fate
determinants that would clearly delineate an ACD, with the eventual aim of prospective
isolation of daughter cells for further single progeny cell studies. Specifically for this
purpose, we have generated 28 candidates (Figure 4.2A, and http://www.bioinfo.iric.ca/
self-renewal/) fused in-frame with fluorescence proteins for live cell videomicroscopy. In
investigating ACD, the overexpression of a polarity factor with possible loss of polarity
could theoretically skew mitoses towards SCD and thereby, mask potential ACD mitoses.
However, conversely and importantly, within this context any candidate actually seen
to asymmetrically segregate at division could be argued to be utilizing stable intrinsic
pathway(s) for ACD.

Based on our screen and our complementary shRNA screen® we initially video-
screened Ap2a2, Numb, and Par6a cherry-fusions. Of these candidates, only AP2A2 has
shown clear asymmetric segregation at mitosis in purified HSCs, suggesting a possible
specificity for Ap2a2 in ACD. During an ACD, cytoplasmic AP2A2 vesicles cluster asym-
metrically during interphase and throughout mitosis before preferential segregation into
only one daughter cell at division (Figure 4.7A-B and supplemental Videos 1, 2 and 3).
The daughter cell with absent AP2A2 at division re-expresses AP2A2 at a variable time
thereafter (Figure 4.7B, asterisk, time 4:42:52). In contrast, during hematopoietic SCD,
AP2A?2 vesicles are diffusely and equally distributed throughout the cytoplasm during
interphase and mitosis (Figure 4.7C-D and supplemental Videos 4 and 5).

These distinct and replicable differences in AP2A?2 localization during mitoses al-

lowed us to quantify hematopoietic cell division as either an ACD or SCD (Figure 4.7E,
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blue bars), together with the percentage of successful mitoses (Figure 4.7E, red bars).
This quantification suggests that Ap2a2-transduced HSCs under in vitro culture condi-
tions during the initial cell divisions enter equally into either SCD (52%) or ACD (48%)
(Figure 4.7E, blue bars D3-5), but only a small percentage of those entering ACD (7%)

have a successful mitotic division (Figure 4.7E, red bar D3-5, Asymmetrical). Analyses
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Figure 4.7 Asymmetrical and symmetrical AP2A2 during mitosis.
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Symmetrical Asymmetrical

Still frames from live cell videomicroscopy. All cells, adult CD150*48-LSK: DNA (Fitc-green);
AP2A2 (Cherry-red/orange). All time points referenced to onset of mitosis (time, 00:00:00 as
hours:minutes:seconds). The mean total mitosis times for an ACD was 3:04:17 (N=6 visualized
mitotic cells) and for SCD was 2:56:04 (N=32 visualized mitotic cells). The difference of which
was not statistically significant. (A) Hematopietic cell showing AP2A2 asymmetrical clustering
during and after cell division into daughter cells. (B) Hematopietic cell (on right) with AP2A2
polarized clustering and asymmetrical segregation into only one daughter cell (asterisk).
Other daughter cell (non-asterisk) re-expresses small vesicles of AP2A2 from time, 3:58:04
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onwards. (See also Supplemental Videos 1-3) (C) Hematopoietic cell with diffuse, symmetrical
Ap2a? distribution during and after mitosis with both daughter cells acquiring Ap2a2. (D)
Hematopoietic cell with AP2A2 symmetrical in division. Telophase midbody concentration

at time, 2:39:42. (See also Supplemental Videos 4-5). Videos were acquired with a DeltaVision
video microscope fitted with a 37°Cenvironmental chamber (Applied Precision) using Olympus
60x/1.42 NA oil immersion lens and a Photometric CoolSnap HQ2 camera. Video analyses and
still frames were performed with softWoRxExplorer software (Applied Precision). All scale

bars = 10 um. (E and F) Influence of different feeder layers (external environment) on AP2A2
localization during mitosis. Symmetrical and asymmetrical as defined by Figures (4.6E,I) and
(4.6C,F), respectively. D3-5 and D7-12 refer to days post CD150+48-KLS cell transduction with
Ap2a2. NIH 3T3 (i.e., GP+E-86) and OP9 are respective feeder layers. CK refers to cytokinesis
seen i.e. a successful mitotic division. Failed M (mitosis)-Apotosis was defined as cells seen to
be in mitosis for longer than 4 hours as these cells would eventually abort mitosis to re-enter
interphase or undergo apoptosis. Analyses based on accumulated total number of dividing
cells seen in each time period. (E) D3-5 with NIH 3T3 layer, total cells=162 from 3 independent
experiments; D7-12 with NIH 3T3 layer, total cells=128 from 2 independent experiments; and (F)
D3-5 with OP9 layer, total cells=147 from 2 independent experiments. All values presented are

mean = SEM of respective experiment groups.

at days 7-12 during the one week of in vitro culture show the majority of visualized
HSCs entering mitoses have a symmetrical Ap2a2 distribution (Figure 4.7E, blue bars of
D7-12, 86% versus 14%). However, the success rate of the Ap2a2-symmetrical mitoses
is comparatively reduced (Figure 4.7E, compare red bars D3-5 (45%) to D7-12 (22%),
Symmetrical). In contrast, even though the number of cells entering ACD at days 7-12
are reduced, the percentage of successful mitotic divisions seen in those that enter ACD
is increased or at least, relatively maintained compared to initial analyses at D3-5 (Figure
4.7E, compare red bars D3-5 (7%) and D7-12 (27%), Asymmetrical). Although there are
many variables to consider, these live cell videomicroscopy results suggest that during the
one week of in vitro culture, even though the overall rate of successful hematopoietic cell

mitotic divisions is not high, that ACD is relatively maintained in comparison to SCD.

It has also recently been reported that external niche factors are able to influence the
balance between ACD and SCD in hematopoietic precursors'®. With respect to the local-
ization of AP2A2 we have confirmed this phenomenon. In contrast to when HSCs were
cultured with a NIH 3T3 layer (i.e., GP+E-86 cells) as per Figure 4.7E (D3-5, blue bars),
when cultured with OP9 feeder cells with a more HSC supportive environment(Ueno et
al., 2003) (Figure 4.7F), the distribution of initial Ap2a2-tracked HSC divisions (D3-5)
favored SCD in a ratio almost identical to that seen during (D7-12) co-culture with the
NIH 3T3 layer (compare blue bars of Figure 4.7E, D7-12 with blue bars of 4.7F). A pos-
sible interpretation of these results is that external (i.e. niche-related) factors can skew
the balance of ACD and SCD towards more symmetrical divisions. In addition, the OP9

layer, presumably via extrinsic cues to the HSCs, increased the relative percentage of
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symmetrical mitotic cells that successfully divided (as opposed to apoptosis) (compare
red bars of Figure 4.7E D7-12 and 4.7F, Symmetrical). Yet, the relative number of suc-
cessful asymmetric mitoses seen with OP9 culture again remained relatively stable (com-
pare red bars of Figure 4.7E, F Asymmetrical). Whether this reflects successful ACD is
programmed intrinsically into primitive hematopoietic cells is another potential interpre-

tation awaiting investigation.
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4.6 Discussion

Clear supporting evidence for the presumption of ACD governing self-renewal in
the hematopoietic system has been lacking. In addressing this question, we have acquired
materials that have and will continue to be, an important resource for our future studies
in this field. In an established gain of function screen, we have identified the endocytic
gene, Ap2a2 as a novel in vivo agonist of mouse LT-HSC activity. When overexpressed
in populations enriched for LT-HSCs, AP2A2 clearly segregates asymmetrically during
mitosis in a significant proportion of these cells. Within these contexts, we conclude that

ACD is operational in primitive hematopoietic cells enriched for LT-HSCs.

The findings of Ap2a2-transduced HSCs maintaining enhanced HSC activity after
both in vitro cultured and secondary in vivo transplantation in the relative absence of in-
creased HSC numbers suggests these transduced HSCs are either favoured or maintained
for ACD as opposed to SCD. One possibility, given the heterogeneity within even the
small population of LT-HSCs, may be that the subset of dormant LT-HSC is intrinsically
restricted to ACD, thereby ensuring one daughter retains the dormant state whilst the
non-dormant daughter HSC undergoes expansion SCDs. Thus, whilst Ap2a2-transduced
LT-HSCs in vitro are maintained in quiescence, upon in vivo transplantation these Ap2a2-
transduced dormant HSCs have a potent proliferative output. This phenomenom of clonal
variability in proliferative and self-renewal capabilities within HSC populations has been
previously reported®’. Interestingly, the dormant fraction was seen to be 20-30% of total
LT-HSC population (Wilson et al., 2008), which is similar to the percentage of ACDs seen
in our in vitro videomicrosocopy of Ap2a2-transduced HSCs. Our hypothesis of LT-HSC
dormancy restricted to ACD is currently being addressed through post-mitotic single cell

analyses.

In a parallel study to also identify novel HSC regulators, we performed and pub-
lished an RNAI screen on a large cohort our candidate polarity genes*, which included
three shRNAs to Ap2a2. In the context of the current overexpression screen showing
enhanced activity of Ap2a2-transduced HSCs, one might have expected impaired HSC
repopulation with shRNA to Ap2a2. To try to understand why this was not the case for the
three sShRNAs to Ap2a2 in our RNAI screen (http://www.bioinfo.iric.ca.self-renewal/),

the initial caveat was that confirmation of specific gene knockdown was only performed
retrospectively with the hairpins that provided impaired or enhanced HSC repopulation at

the primary screen level. Post-screen Q-RT-PCR to assess Ap2a2 mRNA levels with the
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1-, 2-, and 3-shAp2a2 hairpins was performed and showed the maximal Ap2a2 knock-
down was only 50% with 3-shAp2a2. Although the use of 4-, and 5-shRNAs to Ap2a2
with greater knockdown also did not definitively show impairment of HSC reconstitution
(supplemental Figure 4.2A-B), this has to be taken within the confines of our assay. For
example, the RNAI screen identified Prkcz (also known as, atypical protein kinase CT
(aPKCUT)) as an enhancer of HSC activity, yet recent conditional aPKCC studies showed
its dispensability in hematopoiesis. Given AP2A2 is part of the AP-2 heterotetrameric
endocytic complex with potential for redundancy from partners in this complex, it might

also require a conditional Ap2a2 knock-out to see a hematopoiesis-specific phenotype.

In the setting of the crucial role of Ap2a2 in AP-2 clathrin-mediated endocytosis of
transmembrane receptors, its overexpression in HSCs may either enhance or suppress the
membrane expression of hematopoietic cytokine receptors known to be internalized via
this endocytic pathway?*. For example, thrombopoietin (Tpo) signaling is an important
mediator of HSC quiescence®*, and the Tpo receptor is internalized via AP-2 endocy-
tosis®®. As receptor internalization into endosomes form platform hubs of signaling*'*?,
Ap2a2-endosomes could involve the intersection of multiple signaling pathways such
as, tyrosine kinases, TGFf} and G-coupled protein receptors. The in vitro effect of Ap2a2
overexpression on the HSC could then result in either a niche-sensitized or niche-resistant
HSC, that upon in vivo transplantation with subsequent asymmetric Ap2a2 segregation
would mediate differential composition or trafficking of signaling endosomes. In either

case, Ap2a2-transduced HSCs seem to maintain a proliferative advantage.

Alternatively, the Ap2a2 endocytosis link may also function independently from
cell signaling, as other essential cellular functions that can determine cell fate such as cell
cycle, apoptosis, and RNAI1 regulation have been documented within the endocytic traf-
ficking network*'#*. The ability provided by observing asymmetrical Ap2a2 segregation
during HSC division delivers a unique opportunity to further investigate some of these

aforementioned mechanisms.

Instinctively, the Ap2a2-Numb interaction would seem a key mechanism by which
Ap2a2 might influence HSC activity given the role of Numb as an inhibitor of Notch
signaling. However, the disparity in localization of AP2A2 and NUMB is suggestive
of differing and distinct mechanistic pathways for these two proteins in hematopoietic
cell fate decisions. In support of this is the absence of hematopoietic stem cell pheno-
types in the Numb-Numblike conditional mutant mouse*, and Notch-signaling mutant
mice®*®. Whether this phenomenon of AP2A2 and NUMB disparity is specific to primi-
tive hematopoietic cells or occurs in other regenerative mammalian tissues remains to
be explored. In addition, aPKCT and aPKCA, mammalian homologues of another classic

invertebrate cell fate determinant, aPKC has been found to be dispensable for mammalian
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hematopoietic stem cell activity*’ suggesting further that ACD in mammalian HSC self-

renewal may involve as yet unidentified cell fate determinants.

An important potential perspective relates to cancer, where apart from the possibil-
ity of tumors corrupting endosome signaling pathways for unrestrained growth*, there
is significant accumulation of data from the Drosophila system linking perturbation of
polarity and ACD at the stem cell level to abnormal cell proliferation and cancer®**.
Moreover, there is a growing list of regulators of endocytosis that are aberrantly ex-
pressed in both human solid tissue and subtypes of hematological cancers*. Two studies
have reported that the balance between asymmetrical versus symmetrical divisions can
be altered by respectively, an oncogene (NUP98-HoxA9) in mammalian HSC'® and by a
tumor suppressor (p53) in breast cancer stem cells*, with the implication that an under-
lying mechanism of both blood and solid tissue cancers may be a perturbation of ACD.
The fact that our mouse leukemias exhibited a symmetrical pattern of Ap2a2 distribution
potentially adds to these observations, and the thought that corruption of cell fate mecha-

nisms by cancer stem cells may be a critical tool utilized in oncogenesis.
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CRU at 16 weeks post-secondary transplantation

% CD45.2 donor_reconstitt

1tion

A # Tx cells Secondary Transplants
x1000 Vector Ap2a2
Primary CD45.1 recipients at 16 weeks 20 0.8%
. . 2.3%
% CD45.2 donor reconstitution -
0.5%
Vector Ap2a2 0.6%
. o/ <0/ 0.3%
Expt 1 9.2% 67.5% 0.5%
Expt 2 11.2% 81.4% 50 0.6%
T 0, 1.4%
. 2 0y 0y
E}spt.) 4% 67.5% 0.7%
0.8%
C 100 0.8% 1.0%
— — 0.7% 1.2%
Limiting Dilution Data Entered o o
Counter Dose Tested Response Group 0.6% 12.2%
1 100000 6 3 Vector 1.3% 36.7%
2 200000 7 4 Vector 1.0% 28.7%
3 500000 3 0 Vector 1.3% 31.7%
a 1000000 1 1 Vector
5 20000 6 1 Ap2a2 200 0.5%6 1220
0.8% 3.4%
6 50000 4 1 Ap2a2 TTo% T o0
7 100000 6 6 Ap2a2 o L
8 200000 6 6 Ap2a2 1.4% 66.3%
B 500000 5 5 Ap2a2 1.3% 51.1%
10 1000000 2 2 Ap2a2 2.0% 22.6%
0.4%
Confidence Intervals 500 0.7% 62.5%
Group Lower Estimate Upper 0.9% 10.6%
Ap2a2 106188 57428 31058 0.4% 77.0%
Vector 872184 402807 186031 61 4%
- 49.3%
Overall Groups Difference 1,000 1.1% 35.3%
Chisq | DF | P.value o
17.2 | 1 | 3.43e-05 71.0%

Figure S4.1. Self-renewal of Ap2a2-transduced HSCs in vivo.

(A) CD45.1 recipient mice were transplanted with respectively, Vector- and Ap2a2-transduced

CD150+48-Lin- HSCs from 3 independent cultures. At 20 weeks post-transplantation, three

respective recipients from each arm were taken based on % donor CD45.2 reconstitution (as

indicated). Bone marrow cells were flow cytometry sorted for CD45.2 donor cells, which were

used as donor cells for CD45.1secondary recipient transplantation. (B) Secondary transplant

CRU assay: % donor CD45.2 reconstitution for secondary transplant recipients at limiting cell

doses (as graphed in Fig. 4.4D of main text). (C) Secondary transplant CRU assay data set (from
Fig. S4.1B) as analyzed by WEHI ELDA software (http://bioinfo.wehi.edu.au/software/elda/)
for respective groups. p value is highly significant. (As graphed in Fig. 4.4C of main text).



154

=]
=3

o
<

3

~
=]

-3
S

w
=

»
=]

% Ap2a2 knockdown

w
S

w
o

% CD45.2 Donor Reconstitution

o o

3-shAp2a2 4-shAp2a2 5-shAp2a2 shLucferase  pKOF  3shAp2a? 4-shAp2a2 5-shAp2a2  Hoxbd  NAIOHD

a0 |IAsymmetricaI i
N=104 Wl Symmetrical

N=181

T

Quiescence: Cycling (Q:C) expression

N=117

246 of Totral
=

1 CD49b-LTHSC 2
W CD#9b+ITHSC

Ap2a2 Numb Cenb1 Gpsm2 M3CY HoxB4 NA10HD
Genes

Figure S4.2. Effect of Ap2a2 shRNA in HSCs.

(A) Q-RT-PCR of shRNAs to Ap2a2 as a %knockdown relative to shLuciferase-transduced

cell expression. (B) Donor CD45.2 reconstitution at 20 weeks post-transplant after respective
HSC-transductions. Results: mean+SEM from 2 independent cultures with total of 6 recipients
per gene. (C) Microarray data. Mean+SEM ratios from two independent experiments of cDNA
generated from 30-50 cells from both IT- and LT-HSC populations. Both in their original
quiescent states and in the cycling states after culturing with Kit ligand, Flt3 ligand, IL-11 and
IL-7 until at least 50% of the cells had undergone mitosis. Confirmation Q-PCR as per Fig. 4.5E
of main text. (D) AP2A2 distribution after transduction with HSC expansion factors, Hoxb4 and
NA10HD. CD150+48-LSK cells were transduced with MSCV (control), Hoxb4 and NA10HD for
3 days before staining for AP2A?2 (see Fig. 4.6]-K). Asymmetrical and symmetrical as defined in
Fig. 4.6 legend of main text. The graph shows that after transduction with Hoxb4 or NA10HD,
AP2A2 distribution becomes more symmetrical. N=total number of cells analysed. Values are

meanSEM from 2 independent experiments.
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For each candidate gene, cDNA accession, primersand corresponding universal probe library
number (Roche Diagnostics, Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) is shown. Note: CD48,
used as internal control for hematopoietic stem versus progenitor cell purity.

Universal Probe
Gene Accession Forward Primer Reverse Primer Library #
Akl NM_009652 TCGTGTGGCAGGATGTGTAT ACCTGGTGTCAGTCTCAGAGG 45
Anapch NM_027505 TGCCGCTTCGGTCACTAT GGCAATCCTAATTGCCTCCT 13
Ap2a2 NM_007459 CTGTCTCGCTAGCTGTCTCG CCTGAAGATCTGTTGATGCAGA 15
Apc NM_007462 GGAGTGGCAGAAAGCAACAC CCACACGTGTAGCTGGACTC 75
AurkA BCOT14711 TTGCAGACTTCGGGTGGT TCCAGGGTGCCACACATT 2
AurkB NM_011496 CCCTACGGCTCAAAGACG AGCAAGCGCAGATGTCGT 12
AurkC NM_020572 GCCCTCACGCCTTTAGAGTT TGATGGTGAAATGCTTCCTG 103
Bicd1 NM_009753 AAGATCGGCAGCCCTAAAAT GTGAGCACTGTGGCGGTA 40
Bmp4 NM_007554 GAGGAGTTTCCATCACGAAGA GCTCTGCCGAGGAGATCA 89
Carmi NM_0271531 TTCAGTGAGCGGACAGAGG CTGCTGCTGGGATAGGTAGC 73
CcnbT NM_172301 TCTTCTCGAATCGGGGAAC GACCTTGGCCTTATTTTCTGC 25
CD48 NM_007649 CGAGTTGAA GATAACCCTGGA TCGACGCTTCAGTCTTATTGATT 97
Cdc42 NM_009861 GCTGTCAAGTATGTGGAGTGCT GGCTCTTCTTCGGTTCTGG il
CdcpT NM_133974 CTCTTACCCCGAGGACTGTAGA AAACAGCAGCAGAGCTCCA 18
Cdk2 NM_016756 TGCATCTTTGCTGAAATGGT AGATCCGGAAGAGTTGGTCA 80
Clip1 NM_019765 AAGGAACGCTGAAAGTAGCAA CTGTCCTGCAGACCAGTGAG 1
Cinnal NM_009878 GGACCATCGCAGACCATT GCGATGCGCTGAAGGTAG 62
Cinnb1 NM_007614 GCAGCAGCAGTTTGTGGA TGTGGAGAGCTCCAGTACACC 25
DcinT NM_007835 CCTCAACAAGGGCATCAAGT GGTGAACTTGATGTGGTCAGC 22
Dig3 NM_016747 CCCCCTACTCGTTACTCTCCTAT GATCTTGCGGGGCTCTCT 102
(DI NM_007865 ACAGAGGGGAGAAGATGTGC CCCTGGCAGACAGATTGG 20
Dynlt1 NM_009342 GGAGATGCGTTAAAGATGGAA ACAATGCTGCTCACTTCATCA 82
Ect2 BC045614 ACCTGGTGCTCTGCTTCACT CCAACGTCACCAATTTGACA 63
Eqgir NM_007912 GCCACGCCAACTGTACCTAT GCCACACTTCACATCCTTGA 107
Gfit NM_010278 TCCGAGTTCGAGGACTTTTG GAGCGGCACAGTGACTTCT 7
Gnai2 NM_008138 TCAATGACTCAGCCGCTTAC GGGATGTAGTCACTCTGTGCAA 50
Gnb2 NM_010312 GGCAAAAATCTATGCCATGC TGATGAGCTTTCCGTCCTG 66
Gpsm?2 NM_029522 CTGCAGCGGTTCCTTGTT GCAGCACTTCAGCAACATTT 92
Insc NM_173767 CTGGCCTCTATCTGCTGTGTAG AAGCACAGGATACCGTCCAC 78
Kif3a NM_008443 GGTGTTGTTGGGCTGCAT CGGCTTCTCCGACTTATTGA 49
LglT NM_008502 GCGAGAAGCTTAAGCAGGAG ATTGGGGAAGCCATGCTC 97
Mapre3 NM_133350 TCAATTATACCAAGATTGAACAGCTC [CCTTCCTCAAGTGAACACAGC 1038
MarkT NM_145575 GTTAGTGCTGAATCCCATAAAGC CAACATTCATCCATCGGTCTT L
MsiT NM_008629 GATGCCTTCATGCTGGGTAT CGTAGGTCGTGGCTTGGA 89
Msi2 NM_054043 CATACACCATGGATGCGTTC TGCCACAAAGTTGGGGTAG 89
Myh10 NM_175260 AATTGAGACGCTGGATCTGTG AACAGAAGGACCCAAAAGTAATTG 3
MyhT1 NM_013607 CCGGAAAGACAGAGAACACAC TAGAAGCTGCTTTTCCAGCTC 76
Myo6 NM_001039546 [GAGGAAGCCGGAAGCACT GCACAGTATTCCAGGGATGG 83
NcI NM_010880 CATGGTGAAGCTCGCAAA CACTATCCTCTTCCACCTCCTTT 63
Neurl NM_0271360 GATGCTCTTCAGCCTGCAT GGTGAGCAGGGGAGAGATG 22
Notch NM_008714 ACTATCTCGGCGGCTTTTC GGCACTCGTTGATCTCCTCT 5
Numai NM_133947 GAAAGGCAGAGGTTCCAAGA TGTCAGCTTCTTACTTAGTTCTTCCA] 34
Numb NM_010949 CAGTTGCAAGATGCCAAGAA TGGGGATGGAGCAGTGTT 92
Pard6a NM_019695 CCAACGATGACAGTTTGCAC GGCCACTCGAGTCACCTTC 81
Pard6b NM_027409 CCTGGACACAGAGCTGGAA TGATGGTACCGTCTTCCTCTAAG 93
Ppp2ria NM_016891 GTGGGAGGGCCTGAGTATG CACTGTGGCCAGTGACTCAA 74
Prkci NM_008857 ACTGACTACGGCATGTGTAAGG CCGCAGAAAGTGCTGGTT 80
Prkcz NM_008860 TCATGTTTTCCCAAGCATCC CACGGCGGTAGATGGACT 45
Prom1 NM_008935 GCGATAGCATCAGACCAAGC TCTATCCACTGATGGGAGCTG 32
Prox1 NM_008937 TGGAGTCACCAGTACAGAAGAGC CGCAACTTCCAGGAATCTCT 9
Pten NM_008960 AGGCACAAGAGGCCCTAGAT CTGACTGGGAATTGTGACTCC 60
PipnT NM_011201 CATCATGGAGAAAGGCTCGT CTCCTTTTCTTCTTGCTGTGG 104
Pipn2 NM_008977 GGCTACGACGGCTCAGAA CATTTAGGTGTCTGTCAATCTTGG 84
Rab11FipT [AK131172 CATCCAACCCCAGCTTTG TGTTCATGGGCTTCACAGG 17
Rab11Fip3 [BC037132 GATCGCATGATGAGAAAGTCG TGCACTGTCTGTCACCTCGT 92
RacGap1 [NM_012025 CAAGTGGACGTGGAGATCAAG TCAGCTGAATCTGTTGTTCCA 13
Scrb NM_134089 GAGGCCTTCGTCTGCAAG CCTCCACTCAAGGCAGACTC 63
Snaii NM_011427 CTTGTGTCTGCACGACCTGT CAGGAGAATGGCTTCTCACC 71
Snai2 NM_011415 GATCTGTGGCAAGGCTTTCT ATTGCAGTGAGGGCAAGAGA 71
Spata?2 NM_170756 AGAAGGAGTTCCGCAGCAT ACCTTAGAATGGCTCGGATG 67
SpinT NM_023712 TGCTGGCTCCAAAGTGAAA GCACTCCTAGACCTGGTGTCA 19
Stat3 NM_213659 TGGCACCTTGGATTGAGAG CAACGTGGCATGTGACTCTT 71
Staul NM_07171490 AAGCCAGCACTCAAATCAGAA CTTTCCTTCCGTCTCCTGGT 109
Stau2 NM_025303 TTCTTTCCTGTTGTGGCTGTT GGGGTTCATTCCTTGACCAT 83
Stxda NM_009294 CCATGAGATCTTTACGTTCCTAGC TTCTTCTCGATGCGGTTGAT 10
Tmod1 NM_027883 CTGGTCGAGCTGAAAATCG TCTCCATTTCCACTTTGTTGC 21
Trim2 BC058961 ACATCATTGTGGCTGACTGG ATGATCCACTCCCATCAAAAA 18
Trim3 NM_018880 GCCTTGTCTACATACCTTCTGTGA TTCTGGGAGGATGGATGTCT 47
Trim32 BC034104 GTAGGACACGTTGGTCCTCTG GTTAACTGTCCGGGGCTTCT 64
TubaTa NM_0711653 CTGGAACCCACGGTCATC GTGGCCACGAGCATAGTTATT 88
Ywhab NM_018753 GCAGGACATCTGCAACGA CCTGGGTGGCATTGAGAAT 67
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Table S4.2 Polarity overexpression screen summary.

Data of candidate polarity genes overexpression screen, as depicted in Figure 4.2B. Day 0 refers
to the time after the initial 5 days of haematopoietic cell transduction; % of Donor CD45.1 is
the mean of 2 mice. Day 7 is the time followed by the subsequent 7 days of in vitro culture; %
of Donor CD45.1 is the mean of 3 mice. #, refers to deceased recipient mice and inability for

further analyses.

Infection Rate |Screening Experiment Screening Experiment

Group based on % GFP * or Day 0 % Donor CD45.1 Day 7 % Donor CD45.1

GO terminology |Construct % Cherry * 4w 8w 12w 16 w 4w 8w 12w 16 w

Neg Controls ApKOF 86 21 17 14 13 " 9 5 5
*MSCV 64 13 14 17 15 3 1 1 1

Pos Controls AHoxB4 15 38 41 44 42 38 40 34 30
*NA10HD 51 46 44 29 20 67 73 59 63
All constructs with pKOF backbone, unless asterixed* indicating MSCV backbone
Ccnb1 53 21 16 10 39 33 31 31
Ccnet 23 15 6 6 7 16 11 9 8
Mapre3 89 38 31 29 15 8 9 9
Spin1 98 13 9 7 6 10 12 13
*Anapch 39 2 4 2 2 3 3 2 2
Pard6b 66 6 4 3 11 9 11 11
*Msi2 35 12 9 7 7 12 17 22 22
Numb 28 23 7 7 12 10 9 9
*RacGap1 23 37 26 32 32 18 26 31 31
Spata2 98 23 11 17 10 10 10
Tmod1 50 5 6 6 31 40 44 43
*Ctnnb1 14 25 32 45 49 6 4 5 6
Prox1 4 33 33 27 10 5 6 5
*Ctnna1 23 17 6 7 8 14 5 4 4
Pard3 13 31 29 22 14 17 18 17
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5.1 Contribution des Co-Auteurs

Le chapitre 5 représente en fait une suite du chapitre 3. Nous avons exploité le
potentiel de certains génes candidats a forcer I’expansion des cellules souches hémato-
poiétiques de fagon extrinseque. Par le fait méme, nous avons découvert un nouveau
réseau de régulation transcriptionnelle ostéoclastique responsable de ce phénoméne. Ma
contribution a cet article est majeure (>95%). Le projet a été développé par Guy Sauva-
geau et moi-méme. La majorité des manipulations et des analyses a été accomplie par

moi-méme. J’ai écrit le manuscrit sous la supervision de Guy Sauvageau.

Ma contribution en pourcentage aux différentes figures et tables de 1’article :
Figure 5.1 : 100%

Figure 5.2 : 100%

Figure 5.3 : 100%

Figure S5.1 : 100%

Figure S5.2 : 100%

Figure S5.3 : 100%

Figure S5.4 : 100%

Figure S5.5 : 50%

Table S5.1 : 100%

Table S5.2 : 100%
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5.2 Summary

The importance of extrinsic regulation of hematopoietic stem cell activity is in-
creasingly acknowledged. Here we report the generation of a new niche system, which
supports expansion of mouse hematopoietic stem cells in vitro. Characterization of this
niche revealed a transcriptional regulatory network including four critical factors, namely
FOS, SPI1, KLF10 and TFEC. Interestingly, these factors are essential for osteoclas-
togenesis, thus revealing an osteoclastic network that supports hematopoietic stem cell

self-renewal.
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5.3 Introduction

Under steady state conditions, HSCs are responsible for the lifelong production of
billions of differentiated blood cells (Sharma et al., 2006). This achievement depends on
two major attributes, namely multipotency and self-renewal. Quiescent HSCs are physi-
cally connected to their niches, which include osteoblasts (Calvi et al., 2003; Zhang et al.,
2003), endothelial cells (Kiel et al., 2005) and mesenchymal stem cells and derivatives
(Chow et al., 2011; Mendez-Ferrer et al., 2010). Under the control of sympathetic nervous
system, niche cells secrete factors that regulate HSC activity. Factors such as ANGPT]1
(Arai et al., 2004), CXCL12 (Sugiyama et al., 2006), SPP1 (Stier et al., 2005) and THPO
(Yoshihara et al., 2007) are now described.

The in vivo microenvironment supporting HSC self-renewal has not been repro-
duced in culture conditions so far. As a consequence, it remains difficult to expand ge-
netically unmanipulated HSCs in vitro. For example, a modest improvement in the re-
constitution of immunodeficient mice is observed when human cord blood (CB) cells
are cultured in the presence of ANGPTLS and IGFBP2 (Zhang et al., 2008), or PTN
(Himburg et al., 2010). Co-culture of human CD34* CB cells with immobilized DLL1 im-
proves activity of short-term but not long-term repopulating cells (Delaney et al., 2010).
Amplification of SCID repopulating cells (SRCs) was recently reported with the small
molecule StemRegeninl (SR1), which is an antagonist to the aryl hydrocarbon receptor
(AHR) (Boitano et al., 2010). Of interest, inhibition of this transcription factor has little
impact on mouse HSC activity, raising the possibility that human specific function for
this pathway are at play. HSC amplification obtained with SR1 treatment remains subop-
timal since the majority of dividing cells does not self-renew but differentiates (Boitano
et al., 2010). This indicates that additional network(s) regulating ex vivo HSC expansion

remain to be identified.

Towards this goal, we recently developed an in vitro/in vivo screening strategy,
which revealed 18 nuclear factors that enhance HSC activity. In these experiments, mou-
se HSCs were kept for 12 days in mini-cultures that included viral producer cells for
each tested factor (Deneault et al., 2009). Interestingly, 4 of the 18 hits identified in this
initial screen operated through non-HSC autonomous (NHA) mechanisms, i.e., expanded
HSCs were not infected with retrovirus. This suggested that the transfected viral producer
cells produced molecules (membrane-bound or soluble) that promote expansion of HSCs
included in these cultures. The transcriptional make up and potential convergence of si-

gnaling pathways in the newly engineered viral producer cells had not been examined in
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our initial report. Moreover, we had not assessed if any of the other 14 agonists of HSC
self-renewal also show NHA activity (at least in part) and if any of these factors are active
on human HSCs. These questions are addressed herein and reveal a novel pathway that
metamorphoses NIH 3T3 fibroblasts into a niche that supports HSC self-renewal ex vivo.
We show that most of the newly identified factors converge to a network known for its

function in osteoclasts.
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5.4 Results

5.4.1 Uncovering non-HSC autonomous activity for additional nuclear

factors

Our initial screen of 104 nuclear factors (Figure 5.1A) identified that 4 of them,
r.e. FOS, SPI1, TFEC and HMGB1 show NHA activity on mouse HSCs (Deneault et al.,
2009). We first examined whether the other most potent factors identified in this initial
study also function through NHA effects. For this, we took advantage of our transduction-
free system: freshly isolated CD150*CD48 Lin" HSCs were co-cultured with NIH 3T3
cells (hereafter called “feeder cells”), which were previously engineered to overexpress
each of our candidate genes separately (Figure 5.1B). In this system, HSCs do not ove-
rexpress candidate genes since feeder cells lack packaging function (Figure 5.1B). Sor-
ted HSCs were maintained in cytokine-supplemented medium for 7 days on transfected
feeder cells (Figure 5.1B). Results from these experiments confirmed the NHA function
of FOS, TFEC and HMGB1 on HSC activity in vitro (Figure 5.1C). Interestingly, these
studies showed that most tested genes, previously believed to function in cell autono-
mous manner (Deneault et al., 2009), do in fact operate non-HSC autonomously. Indeed,
HSCs cultured on feeder cells overexpressing VPS72, SOX4, KLF10, SKI, PRDM16 or
ERDRI1 reconstituted peripheral blood at levels reaching 23 to 34%, while controls were
at 6x2% (Figure 5.1C).

Only 2 of the 11 factors, SMARCCI1 and TRIM27, did not reach statistical signifi-
cance for NHA activity, although there was a clear trend towards such a function for these
candidates (Figure 5.1C). Together, these findings highlight the unsuspected bias of our
initial screen to identify at least 9 transcription factors that function in non-cell autono-

mous manner to amplify HSC activity in vitro.

5.4.2 In vivo evaluation of HSC exposed to engineered feeder cells

Contribution of HSCs co-cultured with engineered feeder cells (Figure 5.1B) to
B-lymphoid (B220*) and myeloid (Grl1*) bone marrow (BM) chimerism was determined
by FACS at 18 weeks after transplantation (Figure 5.1D). As expected, BM cellularity
was comparable in all conditions but tissue chimerism was much higher in recipients of
cells exposed to feeder cells transduced with each of the 9 NHA factors when compared to

control (Figure 5.1D). In addition and in line with NHA effects, no significant skewing in
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the Gfp reporter gene (in green). The overexpression of the candidate genes in the GP+E86 cells
potentially upregulates the transcription of other factors (named “Z”, in blue), which in turn
can promote non-HSC autonomous expansion of both infected and uninfected HSCs. LTR=long
terminal repeats; ORF=open reading frame; PGK=phosphoglycerate kinase promoter. (B)
[ustration of the transduction-free system used in these studies. NIH 3T3 cannot encapsidate
any virus since they lack packaging function. However, putative upregulation of target factors
“Z” (in blue) in response to overexpression of the candidate genes can drive the expansion of
uninfected HSCs extrinsically. Sorted HSCs (n=1,500 CD150*CD48-Gr1-B200 Ter119") are co-
cultured for 7 days with previously (4 days) transfected feeder cells, prior to being transplanted
in syngenic animals along with 2x10° syngenic cells. LTR=long terminal repeats; ORF=open
reading frame; PGK=phosphoglycerate kinase promoter. (C) Reconstitution levels of donor-
derived blood cells at 16 weeks post-transplantation in recipients of cells from individual wells
as shown in “B”. The gray dotted line represents the reconstitution level observed with control
vector and serves as a baseline reference value. Values are presented as mean+tSEM. Number of
independent experiments (n) per candidate gene equals 3, except for control vector: n=4; FOS,
TFEC and HMGB1: n=5 [n=3 merged with n=2 from (Deneault et al., 2009)]. A minimum of 9
mice per gene was evaluated; *=significant p values (<0.05), which were established at the 16
week post-transplantation time point. Bars in gray represent genes already known for non-HSC
autonomous activity (Deneault et al., 2009). (D) Evaluation of reconstitution levels (18 weeks
post-injection) by culture-derived HSCs. Data is presented as proportion of CD45.1" cells in each
compartment: CD150*CD48 KIT*Lin'SCA1" cells (herein called HSCs) in the bone marrow (BM)
(yellow); BM B220* cells (blue); BM Grl* cells (red); total BM cells (green); total peripheral blood
(PB) cells (charcoal).

lymphoid or myeloid differentiation was observed for all genes tested (blue and red bars

in Figure 5.1D). Moreover, BM HSC chimerism was much high for all test conditions (18
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to 49%, yellow bars in Figure 5.1D) when compared to control (2.1+0.9%).

5.4.3 Assessment of soluble versus cell-cell contact determinants

One possible explanation for the observed NHA effects is the production of soluble
molecules originating from engineered feeder cells. To test this possibility, we performed
nanopore membrane transwell culture experiments (Figure S5.1A). Transwell cultures re-
duced HSC activity to about 30% of the level seen in contact cultures with control feeder
cells (data not shown). This suggests that NIH 3T3 cells contribute to HSC maintenance
in a contact-dependent manner. Moreover, transwell cultures clearly prevented TFEC and
HMGBI1 engineered feeder cells to non-cell autonomously enhance HSC activity above
values determined for control cultures (Figure S5.1B). In contrast, KLF10 transduced
feeder cells significantly enhanced HSC activity in transwell to levels similar to those ob-
served in contact cultures (Figure S5.1B), suggesting that a soluble factor is at play. The
situation with the other factors (i.e., FOS, VPS72, SOX4, SKI, PRDM16 and ERDR1) is
ambiguous with levels of activity not reaching statistical significance with this sampling
size (Figure S5.1B).

5.4.4 Identification of NHA networks agonists of HSC activity

We used 2 different approaches to identify NHA networks that lead to enhancement
of HSC non-cell autonomous activity. Firstly, we analyzed, by Q-RT-PCR, cross-regu-
lation among 11 candidate genes in feeder cells engineered to overexpress these genes
separately. The results obtained in these experiments are depicted in Figure S5.2 as the
average expression levels (dCt values) and in Figure 5.2A as relative fold differences
(RQ values). The diagonal red line on these heatmaps relates high transcript levels for all
tested factors, except HMGB1, in engineered feeder cells with relative expression values
ranging from 3.6-fold for SMARCCI1 to 7.1x10*fold for TFEC.

Furthermore, we shed light on inter-regulation of NHA factors and on potential
convergence of signaling pathways in the engineered feeder cells. As illustrated in Figure
5.2B, a major transcriptional regulatory network emerged from Q-RT-PCR analyses. In
this network, the expression level of SPI1 is elevated by 40-fold following overexpression
of PRDM16 (Figure 5.2B). SPII is in turn responsible for increased expression levels of
both FOS and TFEC by 31-fold. In parallel, KLF10 increases the expression of TFEC
by 15-fold. Hence, TFEC and FOS represent the ultimate downstream effectors in this
network. Strikingly, most constituents of this network play critical roles in the regulation
of osteoclasts, i.e., SPI1 (Tondravi et al., 1997), KLF10 (Cicek et al., 2011), FOS (Grigo-
riadis et al., 1994) and TFEC (Mansky et al., 2002). According to our expression results,
PRDM16 is the most upstream factor of the osteoclastic network (Figure 5.2B).
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White squares in last column (HMGB1 target gene) refers to unavailable data. (B) Integrative
diagram presenting mRNA transcript upregulation by overexpression of a candidate gene
(black arrows), as determined by Q-RT-PCR expression profiling in (A).

One possible explanation for the observed NHA effect is the production of a solu-
ble factor originating from the engineered feeder cells. This possibility was confirmed by
the demonstration that feeder cells transduced with Spi/ express high levels of leukemia
inhibitory factor (LIF) mRNA and secrete large amount of this protein (Figure 5.3A-B).
LIF was previously shown to support mouse HSC activity in vitro (Escary et al., 1993).

The second approach used to reveal NHA networks that increase HSC activity in-
cluded microarray expression analysis of the engineered feeder cells. Gene-expression
profiles of single hit-engineered cells were compared to control cells in both NIH 3T3 and
GP+ES86 cells. We focused on a set of genes whose expression was upregulated more than
3-fold after transduction of Tfec (see orange and red dots in Figure 5.3C; Table S5.1), as
this factor corresponds to the main downstream component of the osteoclastic network in
our engineered feeder cells (see yellow in Figure 5.2B). A supplemental stringent round
of sorting was based on gene-ontology terms: we focused only on factors known to be
secreted, membrane-bound or localized in the extracellular region (Figure 5.3C on top;
Table S5.1), which were considered as potential NHA factors. These experiments revea-
led a set of 13 membrane-bound and secreted/matrix factors (Figure 5.3C on top) whose
expression were upregulated by the osteoclastic network. Among the newly identified
membrane factors, we found LYPD5, GPR110 and BAALC (Table S5.1, 5* column). Si-
milarly, the soluble factors include AGT, IL1A, LCN2 and OLFMI1 (extracellular space),
which are secreted by osteoclasts in vivo (Table S5.1, 5" column). Secreted/matrix fac-
tors also include MAMDC?2 (extracellular matrix), PTGDS, and WFDC1 (extracellular
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replicates each tested twice by ELISA. Positive control represents recombinant LIF provided by
manufacturer; *=p<0.05. (C) Microarray expression analysis of engineered feeder cells singly
overexpressing 12 candidate factors (y-axis). Target genes presented on the x-axis have met our
selection criteria, i.e., mRNA expression levels of more than 3-fold in TFEC-feeders compared to
control, and factor normally secreted or found in the extracellular region or bound to the plasma
membrane. yellow=2- to 2.9-fold; orange=3- to 4.9-fold; red=>5-fold. All experiments were

performed in biological duplicates.

region), most of which are expressed by other niche cells, e.g., osteoblasts (Table S5.1,

4% and 5™ column).

The correlation between osteoclastic genes (Figure 5.2B) and extrinsic regulation
of HSC activity was further explored by determining the concentration of some identi-
fied proteins secreted in the culture media, using enzyme-linked immunosorbent assay
(ELISA). We evaluated the concentration of AGT, IL1A and LCN2, which were increased
several fold over control values for SPI1 and TFEC (Figure S5.3). However, when tes-
ted as recombinant proteins, none of these reagents significantly induced human HSC
expansion ex vivo so far (Figure S5.4). This suggests that the NHA osteoclastic network

operates through a combination of factors, which could not be characterized by our ap-
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proach. Of importance, this osteoclastic network seems specific to mouse HSCs, since
human CD34* cord blood cells failed to expand when exposed to feeder cells engineered
to overexpress each of the NHA factors, except for VPS72 (Figure S5.5).
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5.5 Discussion

In a previous report, we have identified four nuclear factors that increase HSC acti-
vity through non-cell autonomous mechanism(s), namely SPI1, FOS, TFEC and HMGB1
(Deneault et al., 2009). Now, we reveal six additional NHA factors, i.e., VPS72, SOX4,
KLF10, SKI, PRDM16 and ERDRI1. Several of these factors, namely SPI1, FOS, KLF10,
TFEC and potentially PRDM16, are involved in a transcriptional regulatory network ty-
pically associated with osteoclastogenesis (Cicek et al., 2011; Grigoriadis et al., 1994;
Mansky et al., 2002; Tondravi et al., 1997). These results highlight a converging NHA
network that induce mouse HSC expansion and document a bias of our screen methodo-

logy towards such factors.

So far, PRDM16 has not clearly been associated with osteoclastogenesis. However,
previous work demonstrated that PRDM16 improves the transcriptional activity of per-
oxisome proliferator-activated receptor-gamma (PPARG) in hematopoietic progenitors
(Avagyan et al., 2011). Moreover, PPARG represents a specific marker of osteoclast pro-
genitors (Wei et al., 2011), raising the hypothesis that PRDM 16 might also be an impor-

tant component of osteoclasts regulators.

Osteoclasts are responsible for the bone matrix resorption and release high levels
of hydroxyapatite-bound calcium interacting with calcium-sensing receptors on HSCs,
which are important to retain HSCs in close proximity to the endosteal surface (Adams et
al., 2006). Osteoclasts are also directly involved in the mobilization of HSCs into the cir-
culation through the cleavage of CXCL12 by cathepsin K (Kollet et al., 2006). Moreover,
osteoclasts can maintain co-cultured leukemic cells in dormancy in vitro, possibly throu-
gh the secretion of TGFB (Yokota et al., 2010). Inhibition of osteoclasts function using
bisphosphonates, an antiresorptive agent that selectively induce apoptosis of osteoclasts,
is responsible for a significant loss in HSC numbers in vivo (Lymperi et al., 2011). In this
case, elimination of osteoclasts might lead to a reduction of the available space in the BM
niche below the minimum required to maintain adequate HSC numbers. This phenome-
non is commonly observed in osteopetrotic mice (Wiktor-Jedrzejczak et al., 1982). Fur-
thermore, disruption of osteoclast function is responsible for a loss in osteoblast activity
and niche formation, hence preventing colonization of the BM by HSCs (Mansour et al.,
2012). The transcriptional activity of SPI1, FOS, KLF10 and TFEC is necessary for ade-
quate osteoclast function (Cicek et al., 2011; Grigoriadis et al., 1994; Mansky et al., 2002;
Tondravi et al., 1997). Many downstream factors involved in osteoclast activity are also
activated by these transcription factors, including MITF, CTSK, NFATC1, TNFRSF11A
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(RANK) and ACP5 (TRAP) (Table S5.2).

Selected recombinant proteins, such as AGT, IL1A and LCN2, corresponding to
those secreted by cells in which this osteoclastic network is active did not induce HSC
expansion in vitro. This suggests that a more complex combination of secreted proteins

might be necessary, potentially involving membrane-bound proteins as well.

The specific activity of our NHA factors to mouse, by opposition to human, HSC
highlights mouse vs human specific genes that determine HSC self-renewal. Indeed, pre-
vious work with HOXB4 indicates activity restricted to mouse -not human- HSC (Csas-
zar et al., 2012; Krosl et al., 2003a; Sauvageau et al., 1995), while the opposite activity
was noted with the aryl hydrocarbon receptor antagonist SR1 (Boitano et al., 2010).

Furthermore, HMGB/1 is a non-histone chromatin protein that bends DNA and pro-
motes assembly of transcription factors (Bonaldi et al., 2003). HMGBI is also an inflam-
matory protein produced and secreted by innate immune cells in response to infection or
injury (Gardella et al., 2002). The possibility that HMGBI1 directly acts as the mediator
between engineered feeder cells and extrinsic expansion of HSCs will need to be investi-

gated in follow-up studies.

Together, our results show that the osteoclastic network in the feeder cells is respon-
sible for increasing HSC activity in culture. Future studies will determine the downstream
mediators of this newly identified non-cell autonomous network that mediates expansion
of mouse HSC.
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5.6 Experimental Procedures

5.6.1 Retroviral vectors

Construction of vectors for all candidate genes was described previously (Deneault et al.,
2009).

5.6.2 Animals
(C57B1/6J-CD45.2 x C3H/HeJ) F1 recipient mice and (C57Bl/6J-CD45.1-Pep3b x C3H/

HeJ) F1 congenic donor mice were bred at a specific pathogen-free (SPF) animal facility
at IRIC in Montreal. Bnx/NOD-SCID mice (reference 17013390, 17463288) were bred

at CHUL (Quebec City) and maintained in a sterile environment.

5.6.3 Hematopoietic cell culture, retroviral infection and transplanta-
tion
NIH 3T3 cells were engineered as previously described for GP+E-86 (Krosl et al., 2003b)

and seeded in a 96 well plate format, enabling overexpression of a single gene per well.

See supplemental experimental procedures for details.

5.6.4 Flow cytometry assessment of donor-derived hematopoiesis

The contribution of donor cells to peripheral blood reconstitution was determined at regu-
lar intervals following transplantation in individual recipients. See supplemental experi-

mental procedures for details.

5.6.5 Microarray hybridization and analyses

Microarray expression analysis was performed essentially as described in (Krosl et al.,
2010). All experiments were performed in biological duplicates and all microarray data

are available upon request. See supplemental experimental procedures for details.

5.6.6 Statistical analysis

The significance of differences was determined by a two-tailed Student’s t test.
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5.9 Supplemental Figures and Tables
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Figure S5.1 Cell-cell contact prevention reveals secreted factors.

(A) Design of transwell culture experiments as per (Gupta et al., 1998). Y factors: membrane
bound; Z factors: secreted in supernatant by feeder cells. (B) Proportion of 16-week donor-
derived peripheral blood cell reconstitution of mice transplanted with the output of individual
well seeded with n=400 CD150*CD48 Gr1-B200Ter119 sorted cells harvested after 7 days of
non-cell contact cultures described in “A”. Values indicate meantSEM. N=2-4 independent
experiments with 4 biological replicates per experiment. *=p<0.05.
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Figure S5.2 Candidate factors are
overexpressed in feeder cells.

Quantitative analysis of gene-
expression levels in feeder cells
singly overexpressing 11 candidate
genes, determined by Q-RT-PCR.
RNA was extracted from engineered
feeder cells cultured for 7 days.
Average ACt values (representative
of expression level) were determined
with B-actin serving as endogenous
control to normalize levels of target
gene expression. Reactions were done
in triplicate, and average values were
calculated for three independent
experiments. White squares in last
column (HMGBI target gene) refer to

unavailable data.
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Figure 5.3 Osteoclastic network is responsible for production of putative HSC growth factors.

(A) Q-RT-PCR evaluation of leukemia inhibitory factor (LIF) mRNA levels in transduced feeder
cells. RQ (relative quantification) values are presented as mean+SD of LIF levels in test cells over
controls (transduced with control pKOF vector). N= 3 biological replicates with triplicate PCR
reaction per replicate; b-actin was used as internal control; *=p<0.05. (B) ELISA determination of
LIF protein levels in conditioned supernatants harvested 7 days after transduction of NIH 3T3
cells by indicated genes. Values are presented as mean+SEM. N= 6-12 biological replicates each
tested twice by ELISA. Positive control represents recombinant LIF provided by manufacturer;
*=p<0.05. (C) Microarray expression analysis of engineered feeder cells singly overexpressing 12
candidate factors (y-axis). Target genes presented on the x-axis have met our selection criteria,
i.e.,, mRNA expression levels of more than 3-fold in TFEC-feeders compared to control, and
factor normally secreted or found in the extracellular region or bound to the plasma membrane.
yellow=2- to 2.9-fold; orange=3- to 4.9-fold; red=>5-fold. All experiments were performed in
biological duplicates.
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Figure S5.4 Expansion of human CD34*CD45RA" cord blood cell numbers in vitro.

Human CD34* cord blood cells were cultured for 10 days in the presence of several indicated
concentrations of recombinant AGT, IL1A or LCN2. At the end of the culture period,
CD34*CD45RA" cell numbers were counted by FACS. Values are presented as mean+SD.
Number of replicates equals 12 for buffer and SR1, and 8 for each concentration of tested

recombinant proteins. SR1 (StemRegeninl) from (Boitano et al., 2010) was used as positive

control. *=p<0.05
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Figure S5.5 Amplification of human HSC activity in co-cultures with engineered feeder cells.

Percentages of increase over control of the reconstitution levels observed by human bone
marrow cells at 10 weeks post-transplantation in primary Bnx/NOD-SCID mice recipients of
day 10 co-culture cells. Values are presented as mean+tSEM. Number of mice (n) per candidate
gene is: 67 for control vector, 17 for PRDM16, 15 for SMARCC1, 13 for TFEC, 11 for ERDR1,

21 for FOS, 16 for HMGBI1, 25 for VPS72, 13 for SKI, 16 for SOX4 and 12 for KLF10. Five
independent experiments have been performed for VPS72; four for FOS; three for SKI, SOX4
and KLF10; and two for PRDM16, SMARCC1, TFEC, ERDR1 and HMGB1; *=p<0.05
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Tableau S5.1 Description of genes that meet our selection criteria after analysis of microarray

expression profiles in engineered feeder cells.

mRNA expression levels of more than 3-fold in TFEC-feeders compared to control, and factor

normally bound to the plasma membrane or secreted or found in the extracellular region.

The results are presented as the gene symbols (1% column), the gene names (2" column), the

gene Entrez identification numbers (3™ column), the type of cells in which they are normally

expressed (4" column), the Gene Ontology terms used for selection (5" column) and the name of

the corresponding known receptors (6" column).

Symbol
AGT
IL1A
LCN2
PTGDS
OLFM1
WFDC1
MAMDC2
BAALC
GPR110
LYPD5
MRGPRX4
PROM2
RGS16

Name
angiotensinogen
interleukin 1 alpha
lipocalin 2
prostaglandin D2 synthase (brain)
olfactomedin 1
WAP four-disulfide core domain 1
MAM domain containing 2
brain and acute leukemia, cytoplasmic
G protein-coupled receptor 10
Ly6/Plaur domain containing 5
MAS-related GPR, membeA6
prominin 2

regulator of G-protein signaling 16

ENTREZ Expressed by

11606 all tested tissues

16175 all tested tissues

16819 bone marrow

19215 nervous system

56177 osteoclast/osteoblast/macrophage

67866 umbilical cord
71738 macrophage/osteoblast
118452 all tested tissues

77596 all tested tissues
76942 all tested tissues (very low)
381886 ?

192212 prostate
19734 osteoblast

Gene Ontology Receptor

secreted AGTR
secreted IL1R1
secreted SLC22A17
secreted/membrane  PTGDR

extracellular space
extracellular region
ec matrix/membrane
membrane
membrane
membrane
membrane
membrane

membrane
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Tableau S5.2 Genes upregulated at least 2-fold (2°¢ column) following overexpression of
NHA factors (1 column) in engineered feeder cells.

O/E=overexpressed; Up=upregulated

O/E factors | Up genes
SPI1 MITF
CTSK
KLF10 NFAT1
TNFRSF11A
FOS NFATCH1
ACP5
TFEC NFATC1
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5.10 Supplemental Experimental Procedures

5.10.1 Animals

Animals were housed in ventilated cages and provided with sterilized food and acidi-
fied water under veterinary supervision. Experimental procedures were revised and ap-
proved by University of Montreal animal ethics committee (Comité de Déontologie de
I’Expérimentation sur les Animaux de 1I’Université de Montréal) and by the local animal
ethics committee (CPA-CHUL).

5.10.2 Hematopoietic stem cell isolation
BM cells harvested from C57B1/6J-CD45.1-Pep3b mice were stained with allophycocya-

nin (APC)-conjugated primary antibodies recognizing differentiation specific cell sur-
face markers [Gr-1, B220 and Ter119 (BioLegend, San Diego, CA)]. Cells were washed,
pelleted, and stained with anti-APC magnetic MicroBeads according to manufacturer
guidelines (Miltenyi Biotec Inc, Auburn, CA, Order no 130-090-855). Depletion of the
lineage positive cells was achieved using the AUTO-MACS magnetic cell separator sys-
tem (Becton-Dickinson, San Jose, CA, USA). The lineage negative cell fraction was sub-
sequently stained with fluorescein isothiocyanate (FITC)-conjugated anti-CD48 and phy-
coerythrin (PE)-conjugated anti-CD150 antibodies (BioLegend, San Diego, CA). This
step was followed by purification of the PE-CD150*/FITC-CD48/APC-Gr1/APC-B2007/
APC-Ter119 stem cell enriched subpopulation by flow cytometry using the FACSAria
cell sorter (Becton-Dickinson, San Jose, CA, USA). Human CD34* cord blood cells were

purchased from StemCell Technologies (Vancouver, BC, Canada).

5.10.3 Hematopoietic cell culture, retroviral infection and trans-
plantation
Freshly sorted CD150"CD48 Gr1'B200 Ter119-CD45.1* BM cells were plated at a den-

sity of 1,500 (co-culture experiments) or 400 (transwell experiments) cells per well, and
co-cultured for 5 days on confluent and irradiated (2,100 cGy of '*’Cs gamma radiation)
NIH 3T3 cells in the presence of Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) supple-
mented with 15% fetal bovine serum (FBS), 10 ng/mL human interleukin-6 (IL-6), 6 ng/
mL murine interleukin-3 (IL-3), 100 ng/mL murine stem cell factor (SF), and 6 ug/ml
polybrene, 10 pug/ml ciprofloxacin and 10*M B-mercaptoethanol. Upon this stimulation
interval (day 0), contents from each well were harvested by trypsinization and the re-

trieved cell volume was partitioned between cell culture and transplantation requirements



186

(for co-culture experiments). For every candidate gene, one half of the cell suspension
remained in culture for an additional 7 day period, at the end of which (day 7), 3 inde-
pendent C57B1/6J-CD45.2 recipient mice were sublethally irradiated (800 cGy of *’Cs
gamma radiation) and were transplanted with a graft equivalent to 1/8 of the original cell
input, along with 2x10° whole BM competitor cells (CD45.2*). For transwell experiments,
cells were not harvested upon stimulation interval and were let in culture for an additional
7 day period, at the end of which (day 7), one C57B1/6J-CD45.2 recipient mouse per well
was sublethally irradiated (800 cGy of '*7Cs gamma radiation) and was transplanted with
a graft equivalent to 4/5 of the original cell input, along with 4x10° whole BM competi-
tor cells (CD45.2%). For human experiments, 50,000 CD34* cord blood cells were plated
on confluent irradiated NIH 3T3 cells (previously transduced with gene of interest) in
12-well plates with 10% FCS, 10 ng/ml IL-6, 100 ng/ml FMS-like tyrosine kinase 3 li-
gand (FIt3L), 100 ng/ml SCF, 10 ng/ml Granulocyte-Colony Stimulating Factor (G-CSF)
and 15 ng/ml thrombopoietin (TPO). Cells were co-cultured for 10 days with half media
change every other day. At the end of co-culture, cells were harvested and counted. 1/5 of
each well (starting equivalent of 10,000 CD34" cells) was injected per mouse. Bnx NOD/
SCID mice were sub-lethally irradiated (200 cGy) and cells were injected intra-femorally.

Mice were analyzed for human engraftment 10 weeks after transplantation.

5.10.4 Flow cytometry assessment of donor-derived hematopoi-
esis

A 50 pul blood sample obtained from tail vein puncture was incubated with excess am-
monium chloride (StemCell Technologies, Vancouver, BC, Canada) to favour lysis of
erythrocytes. The washed cell pellet was then stained with a primary PE-conjugated an-
tibody recognizing the CD45.1* (donor-derived) leucocyte cell surface marker (BioLeg-
end, San Diego, CA), as described (see HSC isolation section above). Immunophenotype
was determined by flow cytometry (BD LSR II flow cytometer, BD Biosciences, San
Jose, CA, USA) and data analyzed using FlowJo software (Tree Star Inc., Ashland, OR,
USA). Similarly, at 18 weeks post-transplantation, cells isolated from blood and BM
were stained with a cocktail of antibodies directed against various cell surface markers
[APC-conjugated anti-B220, APC-conjugated anti-Gr-1, APC-conjugated anti-Ter-119,
FITC-conjugated anti-CD48, PE-conjugated anti-CD150, PE-Cy5-conjugated anti-Sca-1
and PE-Cy7-conjugated anti-c-Kit (BioLegend, San Diego, CA)] and analyzed by flow
cytometry. In xeno-transplantation experiments, both femurs were collected and cells
flushed out of the BM into single cell suspension. Human cell engraftment in the BM was
defined by the proportion of human cells (the sum of glycophorin A* erythroid cells and
CDA45" glycophorin A~ human leukocytes) within the live gate by flow cytometry (FACS
Calibur and FlowJo Software).
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5.10.5 Q-RT-PCR expression studies

After 3 days of retroviral infection, engineered NIH 3T3 cells were irradiated (2,100
cGy of ""Cs gamma radiation) and cultured for an additional 4 days in the presence of
Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) supplemented with 15% fetal bovine se-
rum (FBS), 10 ng/mL human interleukin-6 (IL-6), 6 ng/mL murine interleukin-3 (IL-3),
100 ng/mL murine stem cell factor (SF), and 6 ug/ml polybrene, 10 pg/ml ciprofloxacin.
At the end of this culture period, engineered NIH 3T3 cells were directly collected in
Trizol solution to isolate total RNA, according to the manufacturer’s protocol (Invitro-
gen, Burlington, ON, Canada). Reverse transcription of total RNA was performed using
the MMLV-reverse transcriptase (RT) and random hexamers according to manufacturer’s
guidelines (Invitrogen, Burlington, ON, Canada). Resulting cDNAs were analysed us-
ing the ABI Gene Expression Assay in order to measure gene expression levels using
primer and probe sets from Applied Biosystems (primer and probe sequences are avail-
able on request). Q-RT-PCR reactions were done on a high-throughput ABI 7900HT Fast
Real-Time PCR System (Applied Biosystems). Briefly, from a given test sample, the Ct
(threshold cycle) values for each gene were normalized to the endogenous control gene
GAPDH or B-actin (Applied Biosystems; ACT =Ct, - Ct ) and compared to the
mean ACT from control sample (calibrator) using the AACt method (AACT = ACtSample
- ACt ). Q-RT-PCR cycling conditions were as follows: 2 minutes at 50°C and 10

Calibrator

minutes at 95°C, followed by 40 cycles of 15 seconds at 95°C and 1 minute at 59°C.

5.10.6 Microarray hybridization and analyses

Briefly, 10 ug of total RNA was isolated from Trizol (Invitrogen, Burlington, ON, Canada)
samples of either NIH 3T3 cells or GP+E86 cells 3-7 days after transfection with either
empty vector or vectors overexpressing individual factors. RNA was reverse transcribed
using SuperScript Double-Stranded cDNA Synthesis Kit (Invitrogen, Burlington, ON,
Canada) according to the manufacturer’s instructions. 1 ug of purified cDNA was labeled
with either Cy5 or Cy3 labeled 9mers (TriLink BioTechnologies, San Diego, CA, USA)
using 3'-5' exo-Klenow fragment (New England Biolabs, Unit 6 Pickering, ON, Canada).
6 ug of labelled cDNAs from cells over-expressing factors was competitively hybridized
with 6 ug of labelled cDNA from cells transfected with an empty vector for the same
time period. Hybridizations were performed using NimbleGen mouse microarrays 2006-
08-03_MMS8_60mer_expr and hybridization kit as recommended by the manufacturer
(Roche NimbleGen, Madison, WI, USA). Arrays were scanned at 5-ym resolution using a
GenePix4000B scanner (Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA) and resulting images
were analyzed using NimbleScan 2.5 extraction software (Roche NimbleGen, Madison,
WI, USA). Gene expression data were subsequently processed using custom Perl scripts
and Genespring7.3 (Agilent Technologies, Mississauga, ON, Canada).
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5.10.7 Detection of secreted factors in culture media

At the end of the culture period described in the section “Q-RT-PCR expression stud-
ies” of experimental procedures, supernatants from each culture of engineered NIH 3T3
cells were collected, passed through a 0.22 ym MILLEX GV filter (Millipore, Billerica,
MA, USA), aliquoted and frozen at -20°C. Detection of secreted factors was performed
on thawed samples using enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) kits for mouse
leukemia inhibitory factor (LIF; R&DSystems, Minneapolis, MN, USA), mouse angio-
tensinogen (Ang; Immuno-Biological Laboratories, Takasaki-Shi, Gunma, Japan). Ab-
sorbance was measured at 450 nm using a microplate reader GENios plus (Tecan Group,

Minnedorf, Switzerland).
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6 Discussion

Une des plus grandes découvertes médicales du 20° siecle est la transplantation de
HSCs. La greffe de HSCs peut permettre de reconstituer le syst¢eme sanguin au complet
d’un receveur. Toutefois, des milliers de patients dans le monde attendent en vain ce type
de greffe par manque de donneur compatible. Le sang de cordon ombilical humain re-
présente une source alternative de HSCs, qui présentent un degré d’incompatibilité moins
élevé qu’avec des HSCs adultes. Par contre, le nombre de cellules souches n’est pas assez
élevé dans la plupart des unités de sang de cordon pour se traduire en une greffe réussie.
Ainsi, une expansion du nombre de cellules souches, avant la greffe, aurait un impact

majeur sur le nombre de patients qui pourraient profiter de cette thérapie.

Dans le but d’en apprendre davantage sur les mécanismes moléculaires de 1’auto-
renouvellement des HSCs, j’ai d’abord effectué un criblage fonctionnel de genes can-
didats pouvant potentiellement stimuler une expansion du nombre de HSCs murines in
vitro. Ces travaux ont été€ présentés aux chapitres 3 et 4 ainsi qu’a I’annexe 1. Ils ont été
conduits en collaboration avec différents laboratoires universitaires de recherche sur les
cellules souches situés a Montréal, Toronto, Vancouver et Seattle (Etats—Unis). En fait,
ce projet s’inscrivait a I’intérieur d’une subvention d’équipe octroyée par les Instituts de
Recherche en Santé du Canada (IRSC). C’est la premiere fois qu’une collaboration de
cette ampleur se déployait au Canada en matiere de recherche sur les cellules souches.
Parmi plus de sept cents candidats au total, j’ai identifi€ 24 genes positifs, dont 18 ont été
présentés au chapitre 3, cinq au chapitre 4, et un en annexe 1. Ces 24 genes sont naturelle-
ment exprimés a I'intérieur des HSCs et peuvent €tre surexprimés pour forcer ces cellules
a s’auto-renouveler. Ce qui est d’autant plus intéressant, c’est que la plupart d’entres eux
exercent leur effet sur les HSCs de maniere extrinseque, c’est-a-dire que 1’effet provient
de la niche modifiée qui produit de nouveaux facteurs de croissance (chapitre 5). Ces
découvertes ont permis d’accélérer la mise au point de protocoles d’expansion de HSCs

€x vivo.

Ensuite, il était important de démontrer que mes résultats sont transposables chez
I’humain. Pour I'instant, au moins un (Vps72) des 24 geénes identifi€s précédemment
s’avere également capable d’accroitre 1’activité des HSCs humaines de maniere extrin-
seque. Cette étape a été effectuée en étroite collaboration avec Dr Frédéric Barabé au
Centre de Recherche du Centre Hospitalier de I’Université Laval a Québec (chapitre 5).

L’identification de facteur(s) extrinseque(s) responsable(s) de I’expansion du nombre de
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HSCs représente un potentiel considérable en médecine translationnelle puisqu’ils per-
mettent I’expansion de HSCs non modifiées génétiquement. Pour I’instant, les efforts que
j’ai entrepris pour identifier ces facteurs extrinseques n’ont pas livré les résultats escomp-
tés. En fait, j’ai identifié certaines protéines potentielles sécrétées par les cellules nour-
ricieres modifiées comme AGT, IL1A et LCN2. Toutefois, lorsque je les ai ajoutées aux
cultures de HSCs sous forme de protéines recombinantes, aucune expansion significative
n’a été détectée. Il est possible qu’une combinaison de ces protéines soient nécessaires
pour I’expansion du nombre de HSCs, et non seulement une a la fois. Cette possibilité

reste a étre testée.

6.1 Choix d’un Débit de Criblage Gain-de-Fonction Modéré

Depuis quelques années seulement, les criblages génétiques et chimiques a haut dé-
bit ont vu le jour grace a de nouvelles technologies comme la robotisation et I’assemblage
de collections de plusieurs milliers de molécules d’ARN interférant (ARNi) et de petites
molécules chimiques. Il est maintenant possible de cribler plusieurs centaines de milliers

de candidats quotidiennement.

A I’époque ot j’ai entrepris le démarrage du criblage présenté au chapitre 3, ¢’est-
a-dire en 2005, les collections d’ARNi ou de petites molécules chimiques prétes a utiliser
n’étaient pas encore facilement accessibles. De plus, mon but principal était d’identifier
des facteurs nucléaires qui augmentent 1’activité des HSCs murines comme Hoxb4, donc
en surexpression. Il est alors devenu évident qu’il pourrait €tre tres utile de tailler de toute
piece un nouveau criblage, en surexpression d’ADNc cette fois. Le protocole de trans-
duction qui fonctionnait le mieux dans le laboratoire impliquait I’utilisation de rétrovirus.
Par contre, il n’existait aucune collection d’ADNc disponible dans des vecteurs rétrovi-
raux. Cette lacune nécessitait donc le sous-clonage, dans des vecteurs rétroviraux adaptés
a notre criblage, de chacun des ADNc que je voulais cribler. Cela rendait techniquement
impossible le criblage du génome en entier. Je me suis alors tourné vers une liste de 689
facteurs nucléaires candidats qui avait été préalablement congue par Amélie Faubert. Les
genes de cette liste étaient classés en ordre d’importance potentielle, avec une cote de 1
(moins important) a 10 (plus important), suivant un algorithme qui tenait compte princi-
palement de leur niveau d’expression dans des cellules souches de différents systémes.
J’ai alors décidé de sous-cloner les 139 candidats ayant la meilleure cote, correspondant
a une cote de 6 a 10. Pour des raisons de disponibilité, de taille ou autre probléme tech-
nique, 104 ADNCc candidats sur 139 ont été correctement sous-clonés dans mes vecteurs
rétroviraux. J’ai également inclus une liste de 41 facteurs de division asymétrique, dont
32 ont été sous-clonés et criblés. Les résultats du criblage des facteurs de division asy-

métrique ont été présentés au chapitre 4.
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Par ailleurs, la transduction de rétrovirus dans le laboratoire se fait habituellement
dans des boites de Pétri individuelles de 10 cm de diametre, un gene par boite, dans 10
ml de milieu de culture. La densité optimale de cellules de moelle osseuse non enrichies
requise pour une culture saine se situe aux environs de 8x10° a 2x10° cellules par ml. De
plus, la moelle osseuse d’une souris normale C57B1/6J contient environ une LT-HSC sur
2x10* cellules totales. Donc, entre 400 et 1000 LT-HSCs sont mises en culture par boite
de Pétri. Cependant, le criblage simultané d’une centaine de genes nécessite 1’utilisation
de plaques de culture multi-puits. Un puits d’une plaque a 96 puits contient seulement
100 1 de milieu de culture. Par conséquent, seules 4 a 10 LT-HSCs sont mises en culture
par puits dans une plaque a 96 puits. Cette quantité est insuffisante pour une reconstitu-
tion hématopoiétique efficace étant donné que seulement un huitieme de chaque puits est
finalement transplanté par souris. C’est pourquoi il fallait enrichir la population en LT-
HSCs. Pour ce faire, j’ai choisi de trier par FACS la sous-population CD150*CD48 Lin®
des cellules de moelle osseuse afin d’obtenir une proportion d’environ une LT-HSC sur
24 cellules. En déposant 1500 cellules CD150*CD48 Lin" par puits, j’obtiens environ 8
LT-HSCs a étre transplantées par souris. En compétition contre 20 LT-HSCs rivales, ces 8
LT-HSCs génerent un niveau basal de reconstitution hématopoiétique d’environ 13%. Ce
niveau de reconstitution ferme, mais plutdt bas, laisse place a une expansion du nombre

de LT-HSC:s en culture, dépendamment du gene surexprimé.

6.2 Méthode de Détection du Criblage

Le choix de la méthode utilisée pour détecter les candidats positifs lors d’un cri-
blage est crucial afin de créer le moins d’ambiguité possible quant aux résultats obtenus.
Une bonne méthode permet d’augmenter la spécificité du criblage et de réduire le taux de
faux résultats positifs et négatifs générés. Le repérage des limites inférieure et supérieure

de détection des hits permet aussi d’apprécier le pouvoir du criblage.

En général, plus le débit d’un criblage est élevé, plus nous avons tendance a choi-
sir une méthode de détection simple et rapide afin de sauver du temps. Cependant, la
spécificité du criblage risque d’€tre grandement affectée par ce choix. Par exemple, le
marquage d’un antigéne a I’aide d’un anticorps coupl€ a un fluorochrome peut permettre
de détecter tres rapidement la présence de cellules exprimant 1’antigéne en question. Tou-
tefois, lorsque les HSCs sont isolées et mises en culture, elles font face a des conditions
excessives de stress et de pression sélective qui peuvent modifier le spectre de marqueurs
exprimés sur la surface cellulaire (Uchida et al., 2004). Ces changements de phénotype
inopportuns peuvent survenir indépendamment du potentiel souche des HSCs et sabo-
ter la fiabilité de la méthode de détection. C’est la raison pour laquelle j’ai choisi une

méthode de détection basée sur la fonction principale des HSCs, c’est-a-dire la capacité
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de reconstitution du systeme sanguin d’une souris préalablement irradiée, au lieu d’étre

basée sur le phénotype membranaire.

6.3 Améliorer la Spécificité du Criblage

Lors de I’analyse des données obtenues au moment du criblage primaire, j’ai réa-
lisé que la différence entre les niveaux de reconstitution des contrdles négatif (vecteur
vide) et positif (HOXB4) était pluto6t faible chez les souris transplantées immédiatement
a la fin de la période d’infection des HSCs, c’est-a-dire a jour 0. Par contre, cette dif-
férence était substantiellement augmentée en laissant les HSCs en co-culture pour une
période supplémentaire de 7 jours avant la transplantation. Je suppose qu’une majorité
des divisions cellulaires, forcées par une concentration élevée de cytokines, engendraient
des cellules-filles différenciées en présence du vecteur contrfle. Un taux majoritaire de
différenciation épuise la réserve de HSCs dans le temps et la rend moins compétitive
pour reconstituer le systéme sanguin des souris receveuses. Par contre, la surexpression
de HOXB4 bloque la différenciation lors de la majorité des divisions et cause ainsi une
expansion de la taille de la réserve de HSCs, la rendant plus compétitive. En d’autres ter-
mes, la co-culture additionnelle de 7 jours augmentait considérablement le rapport signal
sur bruit, ou la spécificité du criblage. Pour cette raison, j’ai décidé d’effectuer le criblage

avec les cellules récupérées a la fin de la période de co-culture de 7 jours.

6.4 Biais Insoupconné vers I’Identification de Facteurs Aug-

mentant I’ Activité des HSCs de Maniere Extrinséque

Parmi les candidats révélés positifs lors du criblage initial, au moins quatre stimu-
lent I’activité des HSCs de fagon extrinseque, c’est-a-dire FOS, SPI1, TFEC et HMGBI.
Cette constatation a pu étre mise en lumiére grace a 1’établissement d’un nouveau sys-
teme de co-culture « sans transduction », impliquant cette fois la lignée cellulaire NIH
3T3, dépourvue de toute capacité d’encapsidation de rétrovirus. L’hypothéese était donc
lancée quant a la possibilité que les autres hits aient également un effet extrinseéque sur
I’activité des HSCs. Surprise fut de constater qu’au moins six facteurs additionnels parmi
les hits du criblage initial, c’est-a-dire VPS72, SOX4, KLF10, SKI, PRDM16 et ERDRI1,
operent aussi de maniere extrinseque, alors que je croyais que leur effet était intrinseque
aux HSCs. Cette découverte me fit réaliser que le criblage était sans doute biaisé en di-
rection de I’identification de facteurs qui agissent de maniere extrinseque sur I’augmen-
tation de I’activité des HSCs, pour deux raisons : 1) le fait que les génes candidats sont
également surexprimés dans les cellules encapsidatrices (GP+E86) et potentiellement a
I’origine d’une modification de leur environnement extérieur et 2) la possibilité que la

surexpression d’un gene candidat a I’intérieur des HSCs soit a I’origine de leur extinction
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pour cause de surabondance néfaste.

6.5 Quantifier ’Expansion Extrinséque du Nombre de HSCs

Le succes de la reconstitution d’un systéme hématopoiétique a long terme dépend
de deux facteurs importants : le nombre de HSCs transplantées et la persistance de leur
potentiel de prolifération dans le temps. Avec le systeme de co-culture utilisé lors de
mes expériences d’expansion extrinseque des HSCs (cellules nourriciéres transduites +
HSCs), le nombre de HSCs transplantées dépend de la quantité de divisions symétriques
d’auto-renouvellement qui ont lieu durant la période de co-culture in vitro, donc avant
la transplantation. La persistance du potentiel de prolifération implique que le géne can-
didat demeure continuellement surexprimé a I’intérieur méme des HSCs. Cependant,
étant donné que mon systéme d’expansion extrinséque ne permet pas le transfert de géne
aux HSCs a aucun moment, il semble improbable que seul le potentiel de prolifération
in vivo soit affecté dans ce cas-ci. Par conséquent, je consideére que I’augmentation de la
capacité de reconstitution des HSCs a été acquise exclusivement en présence des cellules
nourricieres transduites lors de la période de co-culture in vitro. Cette hypothése impli-
que une expansion nette du nombre de HSCs fonctionnelles in vitro. Dans ces conditions,
le nombre de HSCs qui persistent dans les souris primaires ne peut pas étre déterminé de
maniere précise en utilisant des méthodes classiques de dilution limite, qui requierent des
transplantations secondaires, puisque les HSCs ne sont plus en contact avec les cellules
nourricieres depuis une longue période de temps. En conséquence, ces HSCs ne seront
vraisemblablement pas plus compétitives que les HSCs controles pour reconstituer le sys-
teme sanguin des souris secondaires, sauf en cas de modification permanente et héritable

de la chromatine acquise lors de la période de co-culture.

6.6 Divergence Inter-Espéces

Des études sur la surexpression d’HOXB4 ont permis de révéler une grande effi-
cacité d’expansion du nombre de HSCs murines (Antonchuk et al., 2002). En revanche,
I’efficacité¢ d’HOXB4 sur I’expansion du nombre de HSCs est beaucoup moins prononcée
chez ’humain. Inversement, la petite molécule chimique SR1 promeut une importante
expansion du nombre de HSCs chez ’humain, mais pas chez la souris (Boitano et al.,
2010). Ces divergences soulignent la possibilité qu’il pourrait exister des différences

substantielles entre la souris et ’humain quant a la biologie des HSCs.

Un autre exemple de différence entre les HSCs murines et humaines est 1I’expres-
sion du marqueur de surface CD34. Cette protéine membranaire semble agir comme mo-
lécule d’adhésion entre les HSCs et la niche. D’une stabilité exemplaire lors de culture

in vitro, CD34 est tres utilis€ée comme marqueur de HSCs humaines en culture (Boitano
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etal., 2010). Par contre, les LT-HSCs n’expriment pas CD34 chez la souris (Figure 2.1).
La raison de cette divergence inter-especes demeure encore obscure aujourd’hui. Il est
possible qu’une ou plusieurs autres molécules compensent pour la perte de CD34 au ni-

veau de [’activité des HSCs chez la souris.

Dans le méme ordre d’idées, un seul des facteurs extrinseques identifi€s au chapitre
5 chez la souris, c’est-a-dire VPS72, a également un effet sur I’expansion du nombre de
HSCs chez I’humain. Ces résultats suggerent qu’il y a beaucoup plus de différence qu’on

peut penser entre la biologie des HSCs murines et humaines.

6.7 Co-Surexpression pour une Synergie d’Expansion

Tel que décrit au chapitre 1, il existe de nombreux exemples de coopération entre
facteurs responsables de la reprogrammation du destin cellulaire : la co-surexpression
de POUSF1, SOX2, MYC et KLF4 pour reprogrammer des fibroblastes adultes en cel-
lules iPS (Takahashi and Yamanaka, 2006), la co-surexpression de NEUROG3, PDX1
et MAFA pour convertir des cellules exocrines pancréatiques en cellules beta productri-
ces d’insuline (Zhou et al., 2008), ou encore la co-surexpression de ASCL1, POU3F2 et
MYTIL pour reconfigurer des fibroblastes adultes en neurones fonctionnels (Vierbuchen
et al., 2010). Ces exemples de collaboration soulévent I’hypothése que certains des fac-
teurs identifiés dans cette thése pourraient interagir ensemble pour augmenter encore plus
I’activité des HSCs s’ils étaient co-surexprimés. Dans cette optique, j’ai effectué quel-
ques tentatives de co-surexpression, quatre facteurs a la fois : SOX4, HNRPDL, AP2A2
et XBP1; TMODI, TFEC, HOXA9 et KLF10; FOS, GPX3, SPI1 et SMARCC1; VPS72,
ERDR1, TRIM27 et CNBP; HMGB1, PRDM16, HDAC1 et GPSM2; SOX4, KLF10,
FOS et TRIM27; AP2A2, HOXA9, TFEC et CNBP; HNRPDL, TMODI1, GPX3 et
ERDRI1; XBP1, PRDM16, SPI1 et SMARCC1. Malheureusement, aucune augmentation
significative de I’activité des HSCs n’a été conférée par ces différentes combinaisons,
comparé aux facteurs en solo. Il est possible que la bonne combinaison de facteurs n’ait
pas encore été testée. Il se peut €également que certains facteurs testés en combinaison
agissent au sein de la méme voie de signalisation, ou encore au sein de différentes voies

de signalisation qui n’ont pas d’effet additif sur I’activité des HSCs.

6.8 Intégration de Facteurs Déterminants en Différents Ré-

seaux

Les facteurs nucléaires FOS, SPI1, TFEC, KLF10 et possiblement PRDM 16, jouent
un role déterminant dans I’ostéoclastogénese, comme mentionné au chapitre 5 (Cicek et
al., 2011; Grigoriadis et al., 1994; Mansky et al., 2002; Tondravi et al., 1997). 1l est in-
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téressant de constater que ces 5 facteurs augmentent tous de fagon significative I’activité
des HSCs lorsqu’ils sont surexprimés dans les cellules nourricieres en co-culture. De
plus, ils s’imbriquent en un réseau de régulation transcriptionnelle ostéoclastique, qui
semble étre a 1’origine de la production de facteurs extrinseques responsables de 1’aug-
mentation de I’activit€ des HSCs. Les autres facteurs extrinseques identifi€s ne semblent

pas €étre impliqués dans ce réseau ostéoclastique.

Néanmoins, une analyse profonde du profil d’expression génétique de 41 lignées
de cellules leucémiques humaines dans notre laboratoire a permis d’associer au moins
deux autres des facteurs que j’ai identifi€és a un nouveau réseau de régulation transcrip-
tionnelle. En effet, I’expression de SOX4 et de SMARCCI1 correle de facon remarquable
entre les différentes lignées de cellules leucémiques analysées, avec un coefficient de
corrélation (r) de 0,77 (Figure 6.1A). De plus, I’expression de SOX4 correle tout aussi
bien avec celle de trois autres facteurs déterminants de I’activité des HSCs, identifiés pré-
cédemment par d’autres membres de notre laboratoire, c¢’est-a-dire BMI1 (Lessard and
Sauvageau, 2003) avec r=0,8, MSI2 (Hope et al., 2010) avec r=0,76 et KDMS5B (Cellot
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les niveaux d’expression correlent le plus avec ceux de Sox4 dans les différentes lignées
leucémiques présentent un enrichissement significatif de sites consensus SOX4 dans la
région =10kb du site d’initiation de la transcription. En effet, le site consensus SOX4,
illustré a la Figure 6.1B, se trouve de plus en plus enrichi a mesure qu’on augmente la
rigueur concernant la fidélité de la séquence (Figure 6.1C). Par exemple, les sites conte-
nant 75% de la séquence consensus sont enrichis d’environ 1,7 fois et les sites contenant
95% de la séquence consensus sont enrichis de pres de 2,4 fois. Ces résultats suggerent
que SOX4 se trouve a la téte d’un nouveau réseau de régulation transcriptionnelle impli-
quant au moins quatre facteurs déterminants de I’activité des HSCs identifiés dans notre
laboratoire. En outre, Sox4 a récemment été identifié comme une cible directe d’HOXB4
(Lee et al., 2010). Par conséquent, il est possible qu HOXB4 se trouve en amont de ce

nouveau réseau.

Les autres facteurs identifiés dans cette thése n’ont pu étre associés a aucun ré-
seau de régulation jusqu’a maintenant. Cependant, HMGBI1 représente un cas particu-
lier. Bien qu’elle soit une protéine nucléaire qui se lie a I’ADN et facilite I’assemblage
de facteurs de transcription (Bonaldi et al., 2003), HMGB1 est également une protéine
associée a I’inflammation qui est sécrétée par des cellules immunitaires en réponse a une
infection ou a une lésion (Gardella et al., 2002). Il est donc possible que HMGBI1 soit
sécrétée par les cellules nourricieres modifiées dans mon systeme de co-culture et qu’elle
agisse directement comme facteur extrinseque d’expansion du nombre de HSCs. Cette

hypothése sera a confirmer dans des expériences futures.

6.9 GPX3

La glutathion peroxydase 3 (GPX3) est une enzyme plasmatique de lutte contre le
stress oxydatif qui, si trop intense, affecte le potentiel d’auto-renouvellement des HSCs
(Shao et al., 2011). L’analyse du profil d’expression de deux leucémies générées dans
notre laboratoire a révélé une plus grande expression de GPX3 dans la lignée FLA2,
qui a une fréquence en cellules souches leucémiques (LSCs) de 1 sur 1,4, comparé a la
lignée FLB1, qui a une fréquence en LSCs de 1 sur 347 (Wilhelm et al., 2011). C’est la
raison pour laquelle j’ai décidé d’inclure GPX3 dans la liste de facteurs candidats pour
le criblage présenté au chapitre 3. De toute évidence, la surexpression de GPX3 stimule
I’activité des HSCs, alors que sa sous-expression diminue I’activité des HSCs. De plus,
la surexpression de PRDM 16 ou de HOXB4, deux facteurs positifs lors du criblage, aug-
mente 1’expression de GPX3 dans les HSCs. Bref, tous ces résultats sont présentés a

I’annexe 1 de la présente thése sous forme d’article scientifique publié.
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6.10 Facteurs Sécrétés par le Réseau Ostéoclastique

L’analyse de la relation entre les facteurs ostéoclastiques présentés au chapitre 5 et
la régulation extrinseque de ’activité des HSCs a conduit a I’identification de quelques
protéines sécrétées par les cellules nourricieres modifiées, par exemple AGT, IL1A et
LCN2. J’ai ensuite approfondi cette analyse en déterminant la concentration réelle de ces
protéines sécrétées dans les milieux de culture, par la méthode d’ELISA.

AGT est membre du systeme rénine-angiotensine (RAS) qui inclut AGT, AGT I et
AGT II. AGT I est obtenu suite au clivage d’AGT par la rénine, et AGT II est obtenu sur
au clivage d’AGT I par ACE. AGT II est un vasoconstricteur et un mitogene qui favorise
la prolifération des cellules progénitrices hématopoi€tiques par I’intermédiaire de son
récepteur AGTR1 (Rodgers et al., 2000). Toutefois, aucun réle dans le systeme hémato-

poiétique n’a été signal€ a ce jour ni pour AGT ni pour AGT I. Avec la possibilité qu’une
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Figure 6.2 Evaluation de la présence de membres du systéeme rénine-angiotensine dans les
milieux conditionnés.

La concentration des protéines AGT (panneau gauche), AGT I (panneau central) et AGT II
(panneau droit) dans les milieux conditionnés par la surexpression des facteurs NHA dans
les cellules nourriciéres a été déterminée par ELISA. Les valeurs sont présentées en tant que
moyennexSEM. Le nombre de cultures indépendantes (n), testées en duplicatas, par gene
égal 3, sauf pour FOS, HMGB1, KLF10 and SKI: n=2; SMARCC1, SOX4, VPS72, ERDR1 and
PRDM16: n=1.

ou plusieurs des protéines AGT, AGT I et AGT II agissent sur I’activité des HSCs, j’ai
déterminé la concentration de chacune de ces protéines dans les milieux de culture condi-
tionnés par les cellules nourricieres modifiées. Comme démontré a la Figure 6.2, AGT
est la seule protéine détectée a des niveaux élevés suite a la surexpression de TFEC, c’est-
a-dire a 40 ng/ml, comparé a ceux obtenus avec le vecteur controle. Aucune élévation
des niveaux d’AGT I (Figure 6.2, panneau du milieu) ou d’AGT II (Figure 6.2, panneau
de droite) n’a été détectée dans les milieux conditionnés. A partir de ces observations, je
spécule que la rénine n’est pas présente ou active dans les milieux de culture et que I’AGT

pourrait avoir un effet positif sur ’activité des HSCs murines in vitro.

Certains récepteurs des protéines sécrétées sont normalement exprimés a la surface
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des HSCs in vivo. Par exemple, IL1A peut se lier a son récepteur IL1R1, qui est exprimé
par les HSCs (Orelio et al., 2009). D’autres récepteurs sont aussi exprimés par différents
types cellulaires. Par exemple, AGT se lie a son récepteur spécifique AGTR, qui est ex-
primé a la surface des cellules placentaires et des cellules épithéliales du tubule proximal
rénal (Pan et al., 2006). En outre, PTGDR est le récepteur de PTGDS et est exprimé par
les cellules épithéliales des bronches (Chiba et al., 2007). Par ailleurs, LCN2 se lie a son
récepteur SLC22A17, qui est notamment exprimé dans le systeme nerveux (Miyamoto
et al., 2011).

Toutefois, 1’ajout de protéines recombinantes AGT, IL1A ou LCN2 directement
au milieu de culture n’a pas contribué a stimuler 1’activité des HSCs humaines, selon les
conditions utilisées jusqu’a maintenant. Plusieurs possibilités peuvent étre a I’origine de
cette constatation. Par exemple, il est possible que ces protéines soient effectives seule-
ment chez la souris. Il se peut aussi que les concentrations des protéines recombinantes
testées jusqu’a maintenant ne soient pas appropri€es. Une combinaison de ces protéines
pourrait également €tre nécessaire pour stimuler I’activité des HSCs. De plus, la stabilité
des protéines recombinantes dans le milieu de culture représente potentiellement un fac-

teur limitant.

En fin de compte, tous les facteurs produits par le réseau ostéoclastique et qui se
retrouvent a ’extérieur des cellules nourricieres sont considérés comme des agonistes
potentiels de I’auto-renouvellement des HSCs. De nouvelles expérimentations seront
nécessaires pour déterminer le véritable impact de chacun d’entre eux sur I’expansion du

nombre de HSCs in vitro a des fins thérapeutiques.



202

6.11 Conclusion, Impact et Perspective

En conclusion, les 24 nouveaux facteurs identifi€s dans cette thése stimulent 1’ac-
tivité des HSCs murines in vitro. Plusieurs de ces facteurs interagissent ensemble dans
différents réseaux et s’ajoutent a la liste de facteurs déterminants connus jusqu’a mainte-
nant, démontrant I’impact de cette thése sur le tableau global de la régulation de I’activité
des HSCs (Figure 6.3). Pour apprécier le véritable impact de chacun de ces facteurs sur
I’expansion du nombre de cellules souches, il sera nécessaire éventuellement de déter-

miner la fréquence des cellules souches a différents moments lors de la culture in vitro.

Aucun Réseau
Associé

Réseau
Osteoclastique

Facteurs de Division
Asymétrique

%

Déterminants Connus de 1'Activité des HSCs
Figure 6.3 Casse-téte dont les piéces représentent les facteurs déterminants de I’activité des

HSCs.

Les 24 facteurs stimulant 1’activité des HSCs, identifiés dans cette these, en plus de trois

autres facteurs préalablement identifiés dans le laboratoire, c’est-a-dire HOXB4, MSI2 et
KDMS5B (en bleu, jaune, rouge et vert), s'intégrent dans le réseau global de régulation de
I'auto-renouvellement des HSCs (panneau droit). En fait, ils viennent rejoindre les facteurs
déterminants déja connus (en gris foncé) et tous ceux qui ne sont pas encore identifiés (n=?; gris
pale).

Bien qu’une expansion robuste puisse €tre utile en recherche, une expansion légere est
suffisante en clinique. D’autre part, au moins neuf de ces facteurs fonctionnent de ma-
niere extrinséque, écartant du coup tout probléme potentiel associ€ a I’insertion rétrovi-

rale dans les HSCs. Au moins un de ces facteurs, VPS72, augmente 1’activité des HSCs
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humaines extrinsequement. Ainsi, VPS72 pourrait étre utile en thérapie clinique dans le
but d’améliorer I’efficacité des transplantations de moelle osseuse et de sang de cordon
ombilical. Il sera également profitable d’identifier les facteurs produits par les cellules
nourricieres modifiées et qui sont responsables de 1’expansion extrinseque des cellules
souches. Ces facteurs sécrétés pourraient étre utilisés directement comme facteurs de
croissance des HSCs en culture. L’objectif éventuel est de comprendre le mode d’action
de chacun des facteurs identifiés dans cette these et de révéler les partenaires avec les-
quels ils interagissent en réseau dans différentes voies de signalisation. Le développe-
ment de nouvelles technologies en biologie moléculaire contribuera sans doute, un jour,

a atteindre cet objectif.
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The determinants of normal and leukemic stem cell self-renewal remain poorly characterized.
We report that expression of the reactive oxygen species (RO5) scavenger glutathione peroxi-

33000

dase 3 (GPx3) positively correlates with the frequency of leukemia stem cells (LSCs) in
Hoxa9+Meis 1-induced leukemias. Compared with a leukemia with a low frequency of LSCs,

a leukemia with a high frequency of LSCs showed hypomethylation of the Gpx2 promoter
region, and expressed high levels of Gpx3 and low levels of ROS. LSCs and normal hematopoi-
etic stem cells (HSCs) engineered to express Gpx3 short hairpin RNA (shRNA) were much less
competitive in vivo than control cells. However, progenitor cell proliferation and differentia-
tion was not affected by Gpx2 shRMNA. Consistent with this, HSCs overexpressing Gpx3 were
significantly more competitive than control cells in long-term repopulation experiments, and
overexpression of the self-renewal genes Prdm 16 or Hoxb4 boosted Gpx3 expression. In
human primary acute myeloid leukemia samples, GPX3 expression level directly correlated with
aiverse prognostic outcome, revealing a potential novel target for the eradication of LSCs.

The cancer stem cell (CSC) hypothesis postulates
that most cancers are heterogencous in their celhi-
lar constituents and that self-renewal potental is
restricted to a subset of cells within each mumar.
The frequency of CSC appears to vary corsider-
ably between tumors and also in tme within a
given cancer. CSCs are best described in human
leukemia in which the leukemia stem celk (L5Cs)
can be prospectively isolated and transmit the dis-
case when introduced in immuno-compromised
mice (Lapidot et al., 1954). A detailed understand-
ing of the molecular bases that regulate LSC self-
renewal is lacking. Growing evidence indicates
that although certain regulators of self-renewal
(e.g., Bmil) are shared between normal cells and
LSCs (Lessard and Sauvagean, 2003), others (e.g,
INF-kB and Wnt/B-catenin) are more specific to
LSC (Guzman et al,, 2002; Wang et al., 2010).
Wariation in oxidative stress has been as-
sociated with changes in self-renewal poten-

tial of normal hematopoietic stem cells (HSCs;

0. Herault and K.J. Hope contributed squally to this paper.

Shao et al., 2011). By analogy, coddative stress
may also affect LSC sclf-rencewal but the ex-
perimental evidence supporting this possibility
remains scarce (Konopleva and Jordan, 2011).
Using a series of recently characterized mouse
acute myeloid leukemia (AML; Wilhelm et al.,
2011) in which the LEC frequency varied from
rlin 100350 t0 1 in 1.4 cells, we now show that
Gpx3, a reactive oxygen species (RLOS) detoxify-
ing enzyme, determines the activity of normal
cells and LSCs, extending the function of oxida-
tive stress to regulation of LSC hiology in vive.

RESULTS AND DISCUSSION

High LSC frequency leukemia

expresses elevated GPx3

We reasoned that comparative mB.NA pro-
filing of FLAZ2 (LSC at 70% or 1 in 1.4 cells;

% 2012 Herault etal  This articke is distrbubsd under the terms of an Attriation-
Noncommesdal-Share Alib=-Mo Mimor Sibes cense for the fiest sic months
=1'Irf1hl£|hin|ion date (zee hitpcfwwwrupressonghzmsl After si month it
is avaizhlz under a Creative Commons License (Atirbution -Noncomnercial-Share
Mikz 3.0 Ungartsd frense, a5 described at htp M reatveconmonzorgficmses!
try-nec-2af2.041

Supplemenial Malerisl e o] il
| HbmmsnM|m1m.m|MMLM| 895

wwa.|ermangoglfdol! 10, 1024 jlpm 20102388



Published apdl 18, 2012

JEM

Wilhelm et al., 2011} to the phenotypically similar FLE1
{0.3% LSC) might identify genes uniquely associated with
LSC activity (Fig. 1 A). Microarray-based global gene
expression profiling identified very few genes—besides some
sex chromosome and immunoglobulin light chain (IgK-C)
genes—as having differential expression between these two
leukemia specimens. After excluding the sex chromeosome
genes becanse of the male and female origin of FLAZ and
FLBE1, D.l‘.l.l‘_,' 16 Probc sets exhibited si.gn.iﬁca.m: c]:la.ngcs of sg-
nal for a false discovery rate of 2.71%6 (Table 51). In particu-
lar, qRT-PCE. confirmed a two- to threefold up-regulation
of antoxidant enzyme glutathione peroxidase 3 (Gpx3) in
FLAZ2 compared with FLB1 (Supplemental Text).

Because redox metabolism has been implicated in normal
HSC selferenewal (Ito et al, 2004, 2006; Tothova et al.,
2007), we compared the mRINA levels of other antocddant
enzymes implicated in ROS detoxdfication. In contrast to
Gpae3, most of these genes are expressed at companble levels
in FLA2 and FLB1 cells (Fig. 1 A), which also express similar

XX1X

levels of an additional 170 potendal regulators of stem cell
activity analyzed (Supplemental Text). In accordance with
the Gipxe3 overexpression in FLAZ, 14714 tested Cp5 se-
quences in the Gpx3 promoter region were methylated in
FLB1 and hypomethylated in FLAZ2 cells {(Fig. 1 B). Higher
expression of Gpad in FLAZ compared with FLE1 cells re-
sulted in increased protein levels (Fig. 1 ©) and elevated glu-
tathione peroxddase activity (1,773 £ 127 nmol/min/ml and
1,077 £ 60 nmol/min/ml, Icspccl:i.vc]:y: Fig. 1 D).

Floww cytometric comparison of the RUOS indicator dichlo-
rodibydroflucrescein diacetate (H;DCFDA) Hucrescence re-
wvealed a relative reduction in ROS levek in FLA2 compared
FLBEl leukemia (Fig. 2 A), and confocal analysis confirmed
these results (Fig. 2 B). Elevated RUOS levels alsa result in lipid
peroxddation and formation of malondialdebyde (MDA) pro-
tein adducts, and Western blot a.ualys:s demonstrated increase
in MDA levels in FLB1 compared with FLAZ2 cells (Fig. 2 C).

Members of the FoxO subtamily regubte intracellular ROS
through transcriptional up-regulation of anticoddative enzymes
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Figure 1. GPx3 is overexpressed in FLAZ cells. [4] Plot depicting propertions of overexpressed [red points) and und erexpressed [green points] genes
in FLAZ [high LSC frequency) compared with FLB1 cells (low LSC frequency). RNA isolated from BM czlls of leukemic mice (7 = 3 per group) was reverse
trarseribed, and cOMA was hybridized on Affymetrix Mouse Genoma 4304 microarrays The stringency of the falsa discovery rate for the GCRMA-normalized
data was adjusted using the SAM software (top l=ft). The antioxidant erzymatic pathway and putative function of each enzyme (top right) is shown,
Analyses of anticxidant enzyme expression in FLAZ [high LSC frequency) and FLB1 eells {low LSC fraquency) are shown. Results of qRT-PCR assays are
presented as ALB1/FLAZ cxpression ratios [mean + 50, 7 = 3). ACt values [versws Actl) shown bd ow indicate expression levels of each transenpt [bottom).
[B] Methylation status of the Cp island in the promoter region of Gpx3 as determined by sequencing H50:-treated gDNA Each row represents one leu-
kemic mouse [n= & per group) Open circle, nonmethylated CpG; closed circle, methydated CpiG. (C) Western blot analysis of GP=3 protein levels in FLA2
and FLB1 cells. e-Tubulin was used as loading control, Black lines indicats that intervening lanes wers spliced out (D) Quantitation of the GPx [glutathi-
one peroxidass] activity in splesns of FLAZ and FLB1 leukemic mice (7 = 6 two experiments) reveals significant increass (P = 0.0277) in splenic GPx activ-
ity of FLA2 mice. Sgleens of FLAZ and FLE1 leukemic mice had similar weights [239 + 12 and 227 + 18 mg in FLAZ and FLB1 mice, respectively; mean + 50,

n = 18] and comparable leukemic blast infiltrations [Fig. 51).

Bsg6 GF%3 supports nomnal and leukemia stem cels | Herautt et al.
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(Kops et al, 2002; Tothova et al, 2007). FaxO-deficient
HECy wers reported to overespires several anticecidant errymes
sch as Sedd, Sed 3, Peixé, and Gpxd, but not Gpxd (Tothova
et al, 2007). FLAZ and FIB1 leukemix expressed comparable
level of Foxoda, Faxed, and Faxo#, wherea: Paxel was not
expresed (Supplemental Text), indicating that FoerD induction
iz likely not responsible for differential BOS (Supplemeantal
Text) and miggestiter that the only differentially expressed anti-
codidant enzyme GPx3 may be responsible for the decreased
BLOS observed in FLAZ leukemis

GPx3 promotes LSC in vivo competitiveness

Caorrelation betwesn GPx3 levels and LSC frequency could
reflect functional dependence of LEC on this enzyme. We
exploited retrovinusss encoding short hairpin BINA:D ShRMAs)
and [RES-GFP reporter to explore the in wivo activity
of FLAZ celk after GPx3 knockdowm (Fig. 3 A). Gene tmmfer

in these experiments ranged from 42 o &6%, and because
FLA2 celk poorly survive cell sorting, untranesdnced leukemia-
initiating cells were co-fransplanted together with transduced
celk, This resulted in competitive repopulation experiments
in which both the GFPT shBEMA (either Lucifemse or Gpad)-
trargduced and GFP™ untransduced FLA2 cells contributed
to leukemia development in vive, To assess the effect of
thB.MA treatment on relative contribution of each cell
population to climical leukemia 19 4 later, we comparad
changes in proportions (Fig. 3 B, left) and mean Aunorescence
interzity (MFL Fig. 3 B, middle and right) of GFP* FLAZ
celk ar twio different time points (& = 0 and 19 d). The de-
create in proportion of GFPT FLA2 cells contributing to
fulminant leukemia (~~19 d) below the values determined for
the initial tramsplant weas ab least teeofold higher after Gpe3
knockdown compared with shLuc control (Fig 3 B, left).
IMoreover, the shGpxS-infected FLAZ cells remaining ar day

1a 12 Figure 3. Gpx? depletion decremed LSC
Fmd * ol e - o 49k competitivenass, Left: effect af the AMA-
2% - Py i mediated depiketion af Gpx3 an the campetl-
o o I R * 5 UNENESE Of FLAZ eukemic cels. 2 « 107 fresn
B E Bl = : = - ) i E FLAZ BM oells were ca-cultured with shLue ar
g = i Egd = -4 [ 2 shoma retrovirus-producing GP+E-BE cells.
& 1 = - 3 & F _?._ | shiEpud shiuc | After Infection [d0], cells were partitioned
63 a- ol R R 48 - betwesn fow cytometric snalysts of GFP*
i - 2 [ frequency and transplartation of unsorted
el AT Pe) 01 5 b= i P 1l:; oElls Inin sublethaly Irradiated recipients
¢ . : [shlue, n = 12; shSpxd, P = 18], Contribution
shiuc Laeiok] shLuz shiGped OFfF ————

af@FP- [shA MA-trareduced) oails (o leukemia
wias determined an day 19, Results are shawn

35 normalized values: the GRP+ '|'I'B:|I]EI1E'§'|FI Inoculum was considered 100% [datted line, 30], and the day 19 GRP+ TquI]EI'IE'g' Was caloulsted as 3 et
EEHtB;E af that value. Harlzoetal bars I'Eﬂl'E-Eﬂt miean yalues detemmined far each Ewlmen‘tal groug. Middle: day 19 MFls of GFP* cellsin I'E'E||]H"I'B af
shLue- and shApE3-Infected FLAZ leukemiz ceils, Thi datted ine represents ML of BFP* cells In shiue and shApsd Inocula. Horlzontal bars represent
mesn values determined Tor each experimentsl group. Fight: GFP Auarescence Intensity In represenitative reciplents of shLuc- o shiSmed-Infected FLAT
cells. The Insst demanstrates comparzble MF1 AFP Augrescence In shLuc and shARE Inoculs. ®, P = 00027 and P = 00015, respectiely [Wikuon's test).
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03 4 penoinz . Fararabls 19 displayed a significant reduction in MFL of GFP compared
¥ 3 & o NE 2GR with controls (Fig. 3 B, middle and right). These results indi-
E ] . '%‘F’a‘%a’a’%ﬁ‘ cate that GFPRER cells were selectively depleted (Fig. 3 B,
g ! » sormal karystyps right, inset), and suggest that Gpx3 iz critical for the competi-
7 :.t-.r' T ol mrd tivenass -:lfI_SI:.'_‘:;. o .
52 3 - . 5 We quantified CPX3 expression in 48 acute myeloid
EE 1 o : @ m":;'mm leukemia patients categorized into cytogenetically and
5 | + ‘: % E-.r_am:. molecularly defined risk subgroups designaved as favorable,
L] 4 - = “Tm" “me intermediate, and adverse (Mrozek et al., 2007). Within the
13 '%’ 9B pE NI AML samples, expression of GPX incraased with the sever-
i ':- 5 Prre— ity of disaase, and the highest expression levek were asoci-
i & . & MLL fiasra rygerissd atad with adverse risk group of patients (P = 0.019; Fig. 4).
g - L . “9"“'"""“::_::2 The womnt clinical outcomes were thus observed in AML en-
oo ° W minscy 7 riched for phenotypically defined LEC (van Fhenen et al,
20035) and high GPX3 levels, indicating that GFX3 may be
ﬁf?j relevant for human leukemia,
Gpx3 influences normal HSC activity
Flgure 4. GPXZ expressian In marrow samiples from AML patlents fdul BM-dedved HECs are less prolifemtive than their fetal
elaezified Into cytogenstic and molecular risk subgroups. Expression of liver (FL}—derived coumterparts (Febel et al,, 1994), Cuantita-
{GFT wWas quantifled by qAT-FCA [ACT method versus GAPDH ard HPRTIIR tive R'T-PCR. (qR-T-PCI assays revealed that HSC isolated

marrow leukemic cells (| eukohlasts = 958 from ANL patients and FACS-

from BM of 3- and 4-wk-old mice express 39- to &-fold,
50med marro CO24" cells Trom hieakiy volariesers, Besuis are presenied & i
relative expression (A0 = 2-£5%) of GENTVErsus nomal mamow CO0d- cells respectively, lower Gpx3 leweks than HSC sorted from embry-

[atted line, At = 10.10 + D58, A= 5 for nommal mamow C0A4* cels) Horl- onic day 14.5 (E14.3) FL (Fig. 5.4), suggesting a cormelation
ZoNta| Bars FEERsENt Mean SFXT evels detenmired for irdhidugl risk sub- between CGpxd expression and HEC actvity. Interestingly,
qroup. ®, P = 00192 [acverse uersus favorstle risc subgroups; Wilcooon's best] G levels woere aleo elevated in BM HSC/progenitor cells
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Flgure 5. Gpx3 requlates the self-renewal capactty of nomal HSCs. [A) G expressian in HSC Isolated from 3- of 4-awk-0ld mice [KLS SLAM cells) com-
pared with HSC from E14.5 FL[SLAM Sza*Met <] cels. Mean + 50, n= 2. (6] Empty vector (1= 3], From) 600 = &, 0400 = 31, NANHD (0 = 4], 2nd K00 i =3
were overexpressed In Lin-CON S0°CD4E - sarhed B cells 35 previousydescrioed (Deneault et a1, 2009). Gpe? mANA was evalugted by gAT-FCA. (2] 5 FU-treated
BMWA cels were bransduced with shLUE of S, Apsd mRNA was evaluated ty QRT-FOR In four experimenits (e, CFC cutput was assessad n twa experiments
[ght; mean + 50; N = EL GFP+ cells were shAMA-Tersduced ceils (O] Bvaluation of short-term and LTR abliby of KLS COIS0CDME- Ly, 1= BM cels expressing
shluc of shap:a In competitve frarsplanta fons Into congenic LyS.2 mice. Resulis are pressried from Both peripheral kcod [PE) and BM, and represent mean +
SEMA at the Irdicahed time pairks for 2 mice per group, The ke of gene Eransfer wes near 100% (right) and Goed siendng was attained in 3l expedments (= 4).
Twao Independenit shiGpec? corstructs ($5 and &#5) wene used. [E] Gpus, Hoshd, or emphy verton was ovensspressed in M KLS OD1 50-CD4B- sorted cells |35 described
I Densault et al, 2004], oels were Exparded for 7 d exvivg, and competihe trars@antations In Ly&.2 congeni: mie were performed. Resutts are shawn s mein +
SEMA af peripheral blood recorstHutlon at the Irdicated time paints for three mice per group In e experiments. *, P = 30015 WWikeoon's test]. (F] Southern blat
anaiyses of Gpu? provinal Inkegrations [n DNA Isplated Tom BM mom mice recanstited 20wk earfer with Spy2-transdueed cdls. @ = 2 xperimenmts, three mice
per expenmant. i3 Anakysts af diferent aton potentlal of wetar of Goud-trarsduced nells Inwyo. Blood cells were collsched froim racipients trarsplanted 20 we
earlier and staned with antibodies spectic for B, T, and myelodd cells [E220, CO%, and C01 16, respectivety]l Values are mean + 50 (vector: n = 5; Gpx3 n= 2],

1 GF supparks nonmal and Eubsnia sbem sl | Heraulk et al
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engineered o overexpress genes asociated with selffrenewal
such as Hoxbd, MATOHD, K000, and Prdeal € (Sauvagean of al.,
1%95; Ohra et al., 2007; Densaule et al., 2009). In these trans-
duced cells, levek of Cpxd expreszion increased 3.2- o
15.2-f2ld compared with controk (Fig. 5 B).

We next infected BM HEC/progenitor celk with retro-
viruges carrying two different Gpeed hairping with the ability
to achieve ~~95% Gpxd knockdown (Fig. 5 C, left). Clono-
wenic progenitor cell activity was not affected by this decrease
in Cpx3d expression (Fig. 5 C, rght), and there was no in-
crease in apoptosis in the shiGpx3 cell population compared
with shLuc controls (not depicted). shPIMNA -mediared Gpxd
silencing, however, dramatically impeded the ability of trans-
planted HEC to repopulate the hematopoistic system of re-
cipient mice at early (8 wk) and late (39 wk) time point after
transplancation (Fig. 5 I, We alo transplanted the shGpe3-
and thLuc-transduced 5-FU—derived BM cells and analyzed
their ability to home in the BM 48 b after injection. These
experiment: showed no difference between homing abilities
of shGpai- and shluc-transduced celk. Together, these re-
sults identify CGpad a3 a critcal regulator of short- and long-
term repopulating (LTE) HSC,

In reciprocal gain-of-fanction experiments, BM HEC/
progenitor cell engineered to overexpress Gpxd showed a
marked competitive advantage over controls when trans-
planted after a 7-d ex vivo culture step (Fig 5 E). Proviral
integration analyses of uix recipients confirmed polycdonal he-
matopoiesks (Fig, 5 F), thus mling out the possibility of inger-
tiomal mutagenesis, Moreover, some mice (#2570 and #2571;
Fig. 5 F) were reconstituted by the same clones, indicating
that self~renewal occurred in vitro before transplantation.
GFPT Gpxd-transduced cells contributed o production of
Frmphodd and myelodd periphera blood leukocytes at =30 wk
after tansplantation, conficming the muliporential namre of
the reconstinmting clones (Fig. 5 G). These mice were hema-
tologically normal and showed no evidence of myelopralifer-
ation or leukemia. Together, these resules indicate thar Gpxd
enhance: H5C expansion ex vivo possibly through modu-
lation of welf-renewal activity. Unforunately, sach gain-
of-fiunction experiments were not poszible with our FLBL
leukemia model ar we have not yet identified the in vitro
conditions that would allow their effectve mmmeducton.

In summary, identification of an anticeddant enzyme such
25 GPx3 acting as a stem cell activity factor in leukemia raises
the poszibility that other BOS scavenging systems have regu-
latory importance in other C55, & low BLOS level in breast
CSC: has recently been amociated with increased expression
of Foxed and the ghitathione biceynthesis genes Gz and Gelm
[Diehn et al, 2009). In normal hematopoissis, ROS™ HSCs
have 1 bigher self-renewal potential than RaOSk HECx (Jang
and Sharkis, 2007, whereas loss of ATM (afaxia telangiectasia
mutated)] or 2 FoxiD transcription factor correlates with
elevated RS levels and limits self~renewal capacity of
HEC during serial tansplantacions (Ito et al., 2004, 2006;
Tothova et al., 2007). ROS can function as signaling mol-
ecules in several cell types (Finkel and Holbrook, 2000;
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Owisu-Ansah et al, 2008; Takeda et al., 2008) and can mod-
ulate the activation of signal trarsduction pathw ays involved
in cellular proliferation and differentiation (Sundaresan et al.,
19595; Sartler et al., 1999, Craum-Anzah and Banecjee, 2009,

Alrthough the current study highlights the importance of
GPx3 in normal and lenkemia hematopoiesis, the implication
of BUOS ac the key modulator of GPx3 activity has mot been
established. This is particularly critical in the context that
ROE scavenger (N-acetyl-o-cysteine treatment) and p3g in-
hibition filed to consistently increase LEC frequency of
FLE1 leukemia in vivo (unpublished data). Monetheless, our
results indicate that in some conditions (Hoxtd or Pl 16
gain of function) Gpxd expression may Tepressnt 3 converg—
ing pathway that determines the activity of normal and leu-
kemic stem celk.

MATERIALS AND METHODS

Mice. Dionoe C57HLE:Pep3b (Iy5.1) and recipient CSTBELAE (Ly5.2) mice
were bred and maintained s previowsly desscribed (Ermon et al., 1995). Experi-
mental procedurss wepe reviied and approved by the Univemicy of Moscreal
apirnal achics committes (Camité d= Déancalogie e | Expérimentation sur les
Brimanx d= I'Univenité de Mooersal),

Human colls. AML romor samples and nocmal marmow samplss were ob-
tained from the Quebec Leukermia Cell Bank (Momtreal, Quebec) and the
Orthopedic Sungery Diepatment of che Univerity Hospical of Tours {Tours,
Framice), respeccively. All these calk were obtained accordieg to approved
protacek of the instinitional review hoands after informed coment. Patisns
were cheiified in three misk groops for cytogenetic ind molecular abnocmali-
tes Pulrdeek e al, 2007).

Isolation of mouse hematopolatic coll subpopulations. Celk wers fine
purified for Scal wing magnetic activaned cell sarming as per the manufacturer’s
imtructions (Miltemyi Biotec). Further anthody staining and sorting ta
purify the c-Kit", lineaga~ (COMER-, CO3-, Ge-1-, Terl19-) population
were performed = described previcosly (Okada et al, 1952, The LTR-
HEC fom BM (c-Ei*Lin-5cal"CD1507CD48-, ELE SLAM) ar E14.5
d.p.c. FL [(CD150"CO4E Scal "Macl™ Lin~, SLAM Sca™Mac™), and HEC/
progenitor cell (CO1507CIME Lin™) from BM were sorted using FACS-
Aria cycameter (BT

Batrovir infection and tramplantation. lofection and transplantation
procedures were pecformed as previously descrbed (Thoreinedoctir et al,
1939}, [efection mediom comsisted of DMEM, 15% FCE, 100 ng/ml IL-11,
50 ng''mi Fit-3 hgand, 100 1 ml 5F, 10 pgv'ml ciprofosecin Semlogicak), and
& g’ mil pelybrens (hexadimethrine beomide; Sigma-Aldrich).

Ma trylcalluloss colhares. Progenicor asays were placsd and scored as pre-
vicusly described (Kroon et al., 199%]

Competitive repopuliton unlt snumerstion issays. Stam cel quantifi-
catiom assays were performed esencially a5 previomly dsscribed (Antonchok
et al., 2001},

Floorecence studies. The shadies wers pedfoemed with monc<lonal and-
bediss specific for the following: Sca-l [O7), Macl M170), and Ge-1
(RBe-2C5; BDY; kic (ZBE), CDJ48 (HM48-1), and CDMEE. (RLA-SBI;
eBicecience); and CDI50 (TC15-12F12.7), B220 (30-F11), CD3 (1743,
CO11b (ML), and TER-119 (Biclegend). Snining with HDCFDA
ws perfommed according to the mamafacturer’s instroctioms (evkopen)
usiegg fregh, not purified Jeukemic cells immediately after BM harvese.
The peak excindon wavelength for cocidized H;DCFDA wes 458 am, and
emision wai 525 nm. Flow cyrametry and confocal anabyees were pecformed



Pubiaia Aprl 18 2012

JEM

‘wing an L3RI] cyrometer (BD) and an L3M 510 Lser-scanning condocal
microicope (Carl Zei), mpecdvely.

D'MA and BRMNA preparation. Gencmic DINA was iolated uging DNAzal
and rotal cellular BMA with TREol, acconding to the mamafacturers in-

stctiom [Invicrogen).

Southarmn blot analysis. All hlots were prepared and analyzed & previcusly
described (Eroon et al., 1908).

Biulfite comerdon sad sequencing. Genomic DNA wa cooverted
wing the methylSE Or Biulfee Convenion kit (Apphied Bicrmeems) acoord-
ing to the mueafacturer's instructicns. The Cpx? region was amplified by
PCR. and sequenced uging an 313 tal (BigDye Tenminator v3.1; Applied
Bioeyetens). Purified sequendng produooms were analyzed on a 3730 Genetic
Aratyzer (Applisd Biooytem).

Hybridization. BEMA sarmples wepe sent to the microarmy Gcilny af che
Orawa Hospieal Peegearch Inacicuce (Oeawa, OM), where che BINA wu
reveme cramcribed, labeled, and hybridized o Affymetriz 430A armay
according to mannfacturer’s protocak.

Affymotrix geno axpression profiling. Affymetrix CEL fles from bio-
Jogical triplicates for FLAZ and FLB] were normalized ining sicher RMA or
GCRMA, using the LIMMA (Linear Modes for MicroArmay datad package
fior P/Biccondactor. Mormulized data were cthen wied to compure 2 linear
medel to derive differentially expreiesd genes, or expored to perform SAM
[significarce analysis of mocroarmays) wnahsi, SAM amahsis on both nocmal-
ized datagers was performed using vemion 3.00 of che SAM software, with
100 permotations and a tavofold minimom changes in boch cases. Uhing dela
calbration wvalwes of 1.236 (GCRMA) and 0527 (RMA), b of 33 ar
31 genes which showed differential exprecicn (2 geoe in comman) wene
wroenated with fke disevery ctes of 271 and 3.31%, respecehvely. The
ArmayExprass acossion noe. i E-MEXP-1597,

qRT-PCR. qR.T-PCR. wa peformed usirg twa strregiss: the SYER
green dye and Universal Probelibary amayx designed wich the ProbeFinder
sodtware (Roche) ar described wing Hpr, And, CAFDH, oc HFRT & en-
Jogenous coeerk., Cr walaes were determined using che advanced celative
quarkificarion algorithm for sach argat (Cligl and endogenous cooeral
referepce prnes (O] The expreson level of che target gone wa ex-
prezed a ACt value [ACE = C"’B" — Clogmel RO (relative quantities)
were cakulaeed @ RO = (AT, H.-“M.C,t...q H“'“]' Calibmtors
med for calcoladon of various D) values ape indicated in the correeponding
figure lependi. To engore chat our qR.T-PCEL analyies acourately ceflacted
expreigion of proes encoding andozidare ereymes in the LTR-HSC com-
partmenk, anly sorted HSC populadons compried of ~50% of LTR-HSC
& dztermined by competiive TR were procesed for cDMA pynthesd and
gene expression scudies presenced in Fig. 5 A

FProtoln extraction and immuonoblots. Cell were lyied in 10 mmols liter
Hepes, pH 7 9, 10 mmol/Titer KC1 0.1 mmal/leer EDTA, 0.1 mmols liter
EGTA, and 10% fwalivel) INP-40 conining protese inkdviton, Western
‘blot analyes were done & previcusly described (Ereel and Saovagesm, 20000
wing wntbedian agairst GPxd (RAD Syscams) and MDA (Abcam).

Glutathlone peroxidass sssay. The enzymatc accvity of gluachione
peroaidase in the spleen of mice was quantified uging the Glutchione
Peroocidase Asay kit (Cayman Chemical Compary) acconding to the mam-
factorer’s recommendanions.

‘Constructlon of shRMNA retroviral vactors, Two thRIMN A were selected
& simgle-sirarded clgooxleaides ko incorporating mic-30 Banking arms
wirg the BMAI Central shR. WA pm2 design toal (5. Harmon, Cald Speing.
Harbar Libomiory, Cold Spring Hathor, INY). Amplicons were digssesd wich

B0
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X¥haol-EccRI (Invitroges) and subcloned into the IMP wector accooding to
the manufacrurer’s goidelines (Jewicrogen). Confirmacory sequencing was
performed on all closed shRNAs: shGpa #5, 5°-TGCT GTTGACAGT-
GAGCGCTTCTACACTTTCCTGAAGAACTAGTGAAGOC ACA-
CATGTAGTICTTCAGCAAAGT GTAGAATTGC CTACTGCCTC-
GGA-Y;chGpald #6, 5'-TGCTGTTGACAGTGAGCGCGCAG TATG -
CAGGCAATATATTAGT GAAGCCACACATCGTAATATATTIGCCT-
GOATACTGCTTGCCTACTGCCTCGGA-3" and shluc, 5°-TGCT-
GTTGACAGT GAGCOOCGATAT GOGCTGAATACAAATTACTGAA-
GOCACAGATGTAATT TGTATT CAGCCCATATCGTTGCCTACT G-
COTCGGA-R".

Apopeosis assey. Phoephacdvkenine axeeenalzation wa snalyzed 4 4 after
retreviml infction by Libeling GFP* <ells with annexin V-Alexa Flaer
350 and propidium icdide. Flow cytametry analysss wers performed using
an L3RII cytometer.

Homing assay. After recroviral infection, Ly3.1% celk were camplanted wia
tall wein injection ineo drradiated (1600 <Gy, 137 Ci pamma radiation)
CSTBL/AL] (LyE.2) mice. A emall aliquot of celk was plated at this me in
methykelliloe to mees che peprentage of ramduced CFCy in the inoculam
[see Mechykelluloes colbaras). 4 d after cangelane, recipient BAM waz har-
vested and the percentage of GFP*LyS.1 " celk was ameseed by Bow cyrame-
try with the acquisition of a mirdmum of 10° event (LS cytomerar). BM
wia abvo plated in mechylcellulose for liter enumeration and scocing of GEFT
and GFP- CFCa fiee Methylcelulose colure:).

Statistical analyses. Sncsccal analyse: were performed using Wilcozon's
tast. The level ofsigrificance was cet a6 D05,

Online supplemantal matarial. Fig. 51 chows cepreentaxive imags of
ipleem from recipients of FLA2 and FLBL cells at 19 d after transplanration.
Tahle 51 chows FLAZ pene expresiicn profiling, Onolice supplemental matesial
is awailahle at hitp:/ wewrw, jem oy cgif concenc Al em 20102386/ DCLL
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SUPPLEMENTAL MATERIAL

Herault et al, http://www.jem.org/egi/content/fullfjem.20102326/DC1

Figure 51. Representative images of spleens from recipients of FLAZ and FLB1 cells at 19 d after transplantation. [&) FLAZ. (B] FLE1. Wiright-
stained splesn touch preparations were acquired using a DMIRB [Leica) microscope with an HEXPL Auctarl 40:j0.6 numeric aperture objective [Leica)
and a Retiga EK] camera (Q-Imaging). Images wers transformed into TIFF files using Photoshop [version 80; Adcbe Systems),

Genes not Memmﬂly rxpmlﬂ:' {qRT—PCR] in FLA2 and FLB1 lenkemias. The Eallow:iugiz a list ufg:‘nﬁ not ﬂ.ifl:‘r:u.l:ia]ly n:prczil:d [qF..T—PCP.;'I
in FLA? and FLBI leukemiss: Adnl, AIS40526 Akel, Angplt?, Anppel?, Aexll, Asel2, 54 AtpBa, Bdgalt5a, Bazih, Bmil, Bmp2, Bumpd, Bmp7, Brebl,
CT7009, Caspap2, Car, Chib, Chee?, Chocd, Choti, CheT, Chyl, CkeSrap 1, Cebypa, Cebpb, Crebby, Crem, e 1, Cxerd, Dinme3b, Dpm1, E2A, Fed, Egfv, Egrl,
Epe?, Etwé, Ezhl, Ezh2, Fao1, Foxo3a, Foxod, Farcof, Gata2, GF1, GF1, GK2, GU3, Glm, Ginc2, Gpwel, Gpee2, Gped, Gpxs, Gpue, Gpw7, Grl, H3ih,
Haoxal, Hoxal, Heeca 3, Hoxad, Hoxa3, Hoxa®, Hoxa7, Hava®, Hoxa 10, Hacall, Hoxa 13, Haocbl, Hoxb2, Hoxb3, Hoxbd, Hoxbs, Heech, Hoxh7, Hoxb8, Hoxb®,
Hoxb13, g, Irx5, Jak 1, Kenm1, L3mbdd, LImbel2, L3nbdl3, Lefl, Luk, Lovo2, MefZe, Meis1, Meis2, Meis3, MeI18, Mer, Mror, Myb, INd, Miaec2, Niats, Noteh,
Nianb, Owol1 £, Pard3, Pardéa, Pardéb, Bagf, Phc2, Phc3, Pifl, Pru16, Prdwc1, Prdxc2, Prdx3, Prdxc4, Brdx5, Prdxé, Prep1, Prep2, Prox1, Pren, Pygis, Pronl, PUL1,
Rae28, Rapla, Rarh, Rela, Rest, Bnf2, Bngl, Rap13, Runx1, Runxc?, S6kl, Somkl, Sonl2, 51, SePa®, Smarcl, Snal, Sodl, Sod2, Sod3, Spate2, Statd, Stm2,
Star3, Stard, Stat5a, Starsh, Starh, Seand, Suz12, Tald, To, Tuif, Tarcth, Trm2, Trim28, Trpsik, Tand, Tan2, Uhe2ed, Wipl, Xhpl, and Zefl3. None of
the tested denes showed more than twofold differential ::l:pm::i.cu berereen FLAZ2 and FLE1 lenkemias.
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Table 51. FLAZ gene expression profiling

Gene Probe s=t Fold change SAM score q=value
d %
LTR element 1456319 _at 025 — 18103 000
Lk 1427660_x_at 0.080 —14.04 0.00
Grb10 1425458 a_at 0125 —10.47 000
Xist 1436926 _s_at 0.003 —10.15 000
cDNA BCo0ss12 1435628 x at 0372 —B.45 0,00
Xist 1427262_at 0,005 —8.41 0,00
gK-C 1462417 _x at 0.078 —B8.02 000
LTR(Mdal 1433438 _x_at 0,006 —&a5 0.00
gk-C 1427455_x_at 0.083 —G.64 0.00
LTR (M q) 1456182_x_at 0,005 —G64 0.00
Funde 1428316 _a_at 33.542 2893 0,00
E.I'IfZ‘s.'i’}r 1417210 _at 34,840 1935 0,00
Ptig 1438330_s_at 15.935 18.03 000
CdkErap1 1448626 _at 4.8085 16.39 000
SINE element 1427820 _at B.054 15.43 0.00
Ddx3y 1426438 _at 17.615 14.51 0.00
Ddx3y 1452077 _at 5363 .08 0.00
Magp 1448416_at 2.363 10.84 0.00
Hypu?ﬁetkﬂfpmtﬂ'n NM_02E791 1416628 _at 21080 1030 000
Thpi 1451791 _at 3.058 9.18 000
Gpx3 1449106_at 2,146 an 000
Histth2bp 1427762 x_at 231 B.I7 000
cONA AKDOT0o0 14EEE02 x at 2838 7.22 0,00
Mim 1454004 _at 2766 708 0,00
Funde2 1460434 _at 3223 (A 0,00
Neam1 1426864_a_at 2,158 5.80 000
Fbp1 1448470 _at 3.910 .13 000
Sled0al 1417061 _at 2.183 5.02 000
Rps13 1415912 _a_at 2102 4.99 000
Hy;nutherkﬂ.fpmm'n NM_026592.3 1416824 _at 4,432 495 000
Zmynd11 1436153_a at 2.068 4.86 000
RIKEN cDMA 1700097N02 gene 142649 _a_at 276 435 20
Stegall 1420928 _at 2.850 4.21 2.7

Bol denctes 16 prokes exhibiting significant changes of signal after axcluding the sex chromosome genes. Minimum fold change, 2; number of permutations, 100; number of
neighkars for ENN, 10; false discavery rate, 2715,

52 GP%3 supports nommal and [eukemia stem cells | Herault et al.






