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Résumeé

La niche des cellules souches hématopoiétiques représente un compartiment complexe et
radiosensible. Sa protection est nécessaire pour la restauration de 1'hématopoicse faisant suite a la
my¢losuppression due a l'exposition aux rayonnements ionisants. Nous avons dans un premier
temps étudi¢ l'effet des RI sur les progéniteurs endothéliaux et mésenchymateux de la niche par une
étude de radiosensibilité et une étude d'évaluation de la mort cellulaire. Nous avons proposé par la
suite une stratégie innovante de thérapie génique basée sur la sécrétion locale et a court terme du
morphogene Sonic hedgehog visant a favoriser la réparation de niche vasculaire et de stimuler les
cellules souches hématopoiétiques et les cellules progénitrices résiduelles. Nous avons étudié la
réponse hématopoiétique des singes irradiés a 8 Gy gamma apres une seule injection intra-osseuse
de cellules souches mésenchymateuses xénogéniques, multipotentes et d'origine adipocytaire
transfectées avec un plasmide pIRES2-eGFP codant la protéine Shh. La durée de thrombocytopénie
et celle de neutropénie ont été significativement réduites chez les animaux greffés et les clonogenes
sont normalisés a partir du 42° jour. Les aires sous la courbe des numérations des plaquettes et des
neutrophiles entre 0 et 30 jours ont été significativement plus élevées chez les animaux traités que
chez les témoins. La greffe d'explants de Matrigel™ colonisés ou non avec des ASC chez des souris
immunodéprimées a démontré une activité pro-angiogénique notable des ASC transfectées avec le
plasmide Shh. Le suivi a long terme (180 a 300 jours) a confirmé une reconstitution durable dans
les quatre singes greffés. Globalement cette étude suggere que la greffe de cellules souches
multipotentes Shh peut représenter une nouvelle stratégie pour la prise en charge des dommages
radio-induits de la niche.

Mots clés : irradiation, ASC, Sonic Hedgehog, hématopoicse, thérapie génique, niche

Abstract

The hematopoietic stem cell niche represents a complex radiosensitive compartment whose
protection is required for recovery from radiation-induced myelosuppression. We initially studied
RI effects on endothelial and mesenchymal progenitors by evaluating radiosensitivity and cell
death. Then, we have proposed a new gene therapy strategy based on local and short term secretion
of Sonic hedgehog morphogene to favour vascular niche repair and to stimulate residual
hematopoietic stem and progenitor cells. We investigated the hematopoietic response of 8-Gy
gamma irradiated monkeys to a single intra-osseous injection of xenogeneic multipotent
mesenchymal stem cells transduced with a Shh pIRES2 plasmid. Thrombocytopenia and
neutropenia duration were significantly reduced in grafted animals and clonogenics normalized
from day 42. Areas under the curve of PLTs and ANCs between day 0 and day 30 were significantly
higher in treated animals than in controls. Grafting Matrigel™ colonized or not with ASC in
immunocompromized mice demonstrated a notable pro-angiogenic activity for Shh-ASC. Long
term follow up (180-300 days) confirmed a durable recovery in the four grafted monkeys. Globally
this study suggests that grafting Shh-multipotent stem cells may represent a new strategy to cure
radiation-induced niche damage.

Keywords : irradiation, ASC, Sonic Hedgehog, hematopoiesis, gene therapy, niche
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INTRODUCTION GENERALE

INTRODUCTION GENERALE

Le phénoméne de radioactivité a été découvert pour la premiere fois en 1896 par Henri
Becquerel sur I'uranium. Quarante ans plus tard, les premiers effets biologiques de ce phénomene
physique furent décrits sur le génome par le généticien américain Hermann Joseph Muller. Ses
travaux, récompensés par le prix Nobel de médecine en 1946, ont ouvert la voie a l'étude plus
approfondie de ces effets sur les organismes vivants.

Nous sommes perpétuellement exposés dans notre vie quotidienne aux radiations ionisantes.
L'exposition purement naturelle est due a quatre phénomenes distincts. Le premier est le fait que
l'air ambiant contient du radon, un élément radioactif issu de la désintégration de 1'uranium présent
dans le sous-sol, le second, le rayonnement cosmique, bien que trés largement atténué par
l'atmosphere terrestre, affecte les organismes vivants ; le troisiéme est la désintégration des
¢léments radioactifs de 1'écorce terrestre qui produit également des rayonnements ionisants ; enfin,
l'ingestion de différents ¢€léments radioactifs présents naturellement dans la nourriture et les

boissons entraine leur fixation dans I'organisme (principalement le potassium 40) (Illustration 1).
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Ilustration 1: Part des différentes sources de radiations ionisantes
naturelles et artificielles dans l'irradiation moyenne annuelle d'un
individu. (source : http://installationsclassees.ecologie.gouv.fr).

Les sources non naturelles d'exposition aux radiations ionisantes comptent pour un

tiers de la dose annuelle moyenne regue par un étre humain. Celle-ci provient principalement des

examens meédicaux tels que les tomodensitométries (scanners aux rayons X) et les radiographies

mais aussi des retombées radioactives issues de l'industrie.

En France, 1'exposition moyenne toutes origines confondues d'un individu est de

4 mSv par an dont 2,4 mSv dus a la radioactivité naturelle. Cette dose trés faible est inférieure a

celle nécessaire a l'apparition de pathologies déterministes dues aux rayonnements ionisants,

cependant, les sources industrielles et médicales participent au risque radiologique et peuvent étre a

l'origine d'irradiations accidentelles en cas de dysfonctionnement ou de mauvaise manipulation.
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1. Multiplicité des risques d'exposition a des

doses élevées de radiations ionisantes.

Avec l'essor de 1'industrie nucléaire civile et militaire depuis les années quarante, les risques
d'exposition des populations aux radiations ionisantes augmentent. La plupart des expositions
répertoriées jusqu'a présent, mises a part les frappes nucléaires ayant mis fin a la seconde guerre

mondiale et les essais atomiques a l'air libre, ont un caractére accidentel.

.1 Risque d'origine civile.

* Accidents de criticité¢ (conditions dans lesquelles un systéme exploitant une réaction
nucléaire en chaine diverge) liés a I’utilisation industrielle de la fission nucléaire, comme
cela fut le cas a Vinca (Yougoslavie) en 1958 et a Tokaimura (Japon) en 1999.

* Accidents dus a un dysfonctionnement sur un réacteur, tel ’accident de Tchernobyl en 1986
ou beaucoup plus récemment l'accident de la centrale de Fukushima I (Japon).

* Accidents dus au détournement d'une source médicale ou industrielle. L’accident de Goidna
(Brésil) en 1987 est un exemple de situation comportant un nombre élevé de victimes
irradiées présentant un syndrome hématologique par dissémination d’une source
radiologique non recyclée selon la réglementation internationale. Un autre exemple de
situation de ce type eut lieu en 2000 & Samut Prakarn (Thailande) ou le vol d'une source de
cobalt 60 utilisée en radiothérapie entraina l'irradiation de dix personnes et le déces de trois
d'entre elles.

* Accidents dus au non respect des régles de sécurité ou a la mauvaise utilisation d'une source
industrielle. En 1999, un ouvrier chilien a été irradié en ramassant la source d'iridium
servant dans un gammagraphe ; celle-ci avait été accidentellement séparée de 1'appareil. Ce
patient a ¢€té transféré en France ou il a bénéficié¢ d'une thérapie cellulaire pour soigner ses
Iésions radiologiques. La surexposition des vingt-trois patients traités par radiothérapie pour
des cancers & I'hopital d'Epinal entre 2005 et 2006 est également un exemple d'une suite de

négligences ayant conduit au décés de quatre patients et au développement de pathologies
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radio-induites.
.2 Risque d'origine terroriste.

Avec l'apparition de nouvelles menaces terroristes telles que celles du groupe Al Quaida et la
dislocation de l'union soviétique faisant craindre la dissémination de ses armes nucléaires, les
risques de contamination intentionnelle des populations civiles par une arme de type « bombe sale »
n'ont jamais été aussi ¢levés.

Plusieurs attentats de ce type ont été déjoués par le passé, notamment en 1998 pres de la
ville de Grozny ou les services secrets tchétchénes avaient retrouvé un engin explosif improvisé
(EEI) contenant des maticres radioactives. La seule utilisation malveillante d'agents radioactifs
répertoriée fut I'empoisonnement pour des raisons politiques d'Alexandre Litvinenko en 2006. Ce

dernier est décédé de suites de 1'ingestion de Polonium 210.

Il. Les dommages de l'irradiation sur le

corps humain dépendent de la dose recue.

Les syndromes provoqués par une irradiation a forte dose (supérieure a 0,5 Gy) ont été

regroupés sous le terme de Syndrome Aigu d’Irradiation (SAI).

Le SAI comporte trois phases dont l’intensité et la durée dépendent de la qualité du
rayonnement, de la dose, du débit de dose et du volume tissulaire irradié. La premiére phase ou
phase prodromale correspond a I’apparition transitoire des symptomes et varie en fonction de la
dose recue par la victime. La deuxieme phase correspond a la phase de latence clinique, et sa durée
est inversement proportionnelle a la dose. Enfin, la troisieme phase ou phase d'état correspond a
I’apparition de symptomes cliniques contribuant aux différents syndromes qui sont, en fonction de
la dose regue, le syndrome hématopoiétique, le syndrome gastro-intestinal et le syndrome
cérébrovasculaire (illustration 2). La durée et la sévérit¢ de chacune de ces phases est

proportionnelle a la dose d'irradiation regue (de Revel T et al, 2005).
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Ilustration 2: Présentation de trois phases du SAI : Prodrome,
phase de latence et phase clinique. Le déces probable des individus
est indiqué par les zones noires. lllustration issue de (Young RW,
1987)

Le tableau 1 reprend la symptomatologie observée en fonction des doses d’irradiation.
Chronologiquement, la phase prodromale est d'autant plus précoce que la dose est plus élevée. Le
syndrome cérébrovasculaire est le plus précoce, puis le gastro-intestinal intervient, et enfin le
syndrome hématopoiétique, l'apparition de ces différents syndromes est cependant fonction de la
dose absorbée de méme que de la localisation de irradiation. Ainsi, expérimentalement on définit le
syndrome gastro-intestinal par la DL50 a 6 jours chez le rongeur ou la DL50 a 15 jours chez le
primate non humain (PNH). Pour le syndrome hématologique c'est la DL50 a 30 jours chez le

rongeur et la DL50 a 60 jours chez le primate (MacVittie TJ et al, 2011).

Les rayonnements ionisants ont donc des effets déléteres sur la matiére vivante. Les effets
d’une irradiation sur un organisme peuvent étre stochastiques ou déterministes. Les effets
cytogénétiques apparaissent dés qu'une cellule est soumise a un rayonnement ionisant cependant, la
traduction clinique de ces effets n'est mesurable qu'au dela de 0,5 Gy avec la chute légere des

lymphocytes (Fliry-Herard A, 1991) en irradiation X ou gamma.
Les effets déterministes -

. Les effets immédiats ou précoces : ils n’apparaissent que pour des doses €levées.
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. Les effets somatiques tardifs : ils se manifestent apres plusieurs années.
. Les effets tératogenes : ils correspondent a I’atteinte de I’embryon ou du feetus.

Les effets stochastiques.

. L'accroissement de 1'occurrence de cancers due aux mutations induites par les RI sur
I'ADN.
. Les mutations induites par les RI sur les gamétes peuvent entrainer des pathologies

chez I'embryon ou un défaut de fonctionnalité des gametes.

Les effets déterministes sont connus et dépendent de 1'organe touché.

A partir de la dose de 0,7 Gy apparait un prodrome d'ordre neurovégétatif qui se traduit par

des atteintes neurologiques et digestives légeres ne mettant pas en péril le pronostic vital:
. Asthénie, apathie et céphalées.
. Nausées, vomissements, diarrhées.

Dans le cas d'une irradiation localisée au niveau de la peau, les symptomes sont divisé€s en
effets précoces et effets tardifs. Les effets précoces concernent les pathologies li¢es a l'irradiation de
'épiderme uniquement. Pour des doses croissantes s'étalant de 4 a 25 Gy se développent une
¢épilation transitoire simple (4-5 Gy), un érytheme (6-12 Gy), une radiodermite seche (12-15 Gy),

une radiodermite exsudative (15-20 Gy) et enfin une radionécrose (25-30 Gy).

Les effets tardifs sont liés aux atteintes de I'épiderme, du derme et de 1'hypoderme. Toujours
dans le cas d'une irradiation cutanée localisée se développent donc également une atrophie cutanée,

une sclérose cutanée et sous-cutanée, des troubles de la pigmentation et des telangiectasies.

Le premier syndrome a apparaitre lors d'une irradiation corporelle totale (ICT) est le
syndrome hématologique pour des doses supérieures a 0,5 Gray. Les symptomes cliniques de cette
affection sont liés a une aplasie médullaire avec pancytopénie. Ceci entraine de maniére précoce des
hémorragies et des infections et de maniére tardive une anémie. La mort peut survenir en quelques

semaines dans les cas les plus graves mais une guérison est possible en 1'absence de soins en
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dessous de la dose létale pour 50% des individus dans les 30 jours qui suivent l'exposition, soit 4 a

4,5 Gy chez 'Homme (DL50/30) (Mole RH et al, 1984).

A partir de 10 Gy se développe le syndrome gastro-intestinal (Baranov et al, 1994). Celui-ci

est caractéris¢ cliniquement par le développement de pathologies liées a la destruction des

muqueuses:
. Diarrhées
. Infections
. Hémorragies digestives
. Déshydratation
. Occlusions, perforations et invaginations

A cette dose d'irradiation, des traitements palliatifs tels que des transfusions et une
antibiothérapie sont proposés pour améliorer le pronostic vital. De plus les syndromes associés
cutanés ou hématopoiétiques doivent €tre également pris en charge. A 1'heure actuelle, il n'existe pas
de traitement efficace du syndrome gastro-intestinal et dans les cas les plus séveres celui-ci entraine

la mort des individus en 5 a 10 jours apres sa survenue (Monti P et al, 2005).

Enfin, pour des irradiations trés séveres avec doses de radiations ionisantes regues comprises
entre 20 et 50 Gy se développe le syndrome cérébrovasculaire. Apparaissent alors des troubles de
l'activité motrice, des signes méningés, des altérations sensorielles et un coma dans les cas

extrémes. Le déces intervient rapidement entre 48 heures et une semaine apres 1'irradiation.

Toutes les manifestations cliniques précitées s'accumulent avec I'augmentation de la dose
d'exposition, un individu atteint du syndrome cérébrovasculaire développerait également les
syndromes hématopoiétique et gastro-intestinal. Pour des doses d'irradiation élevées, le déces
intervient donc suite a un dysfonctionnement général des organes appelé défaillance multi-viscérale
(Multiple organ failure ou MOF) (Konchalovsky MV et al, 2005). En outre, le MODS/MOF est une

conséquence majeure du SAI pour laquelle aucun traitement n'existe actuellement.

D'autres effets de l'irradiation se développent plus tardivement et sont une cause élevée de

morbidité retardée. Ces effets sont principalement dus aux dommages subis par ' ADN des cellules
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conduisant a l'apparition de certains cancers, les plus courantes dans le cas d'une ICT étant les
leucémies. Dans les cas de contamination radioactive comme ce fut le cas lors de l'accident de
Tchernobyl, le cancer le plus fréquent est celui de la thyroide causé par la fixation dans cet organe
d'iode 131. De plus I'exposition aux rayonnements ionisants de femmes enceintes peut avoir des
effets tératogénes qui dépendent du stade de la grossesse. En période de préimplantation de
'embryon, la nidation peut étre empéchée. Lors de 1'organogenese l'irradiation peut donner suite a

des malformations congénitales; enfin, en période feetale un retard mental et/ou de croissance peut

survenir .

Dose en gray Symptomes

<0,5 Gy Aucun signe clinique, risque tératogéne possible

0,5 Gy <dose < 1Gy Chute 1égére du nombre de lymphocytes

1 Gy <dose <2 Gy Nausées, vomissements, céphalées pendant 24 a 48 heures, chute précoce des
lymphocytes, chute transitoire des éléments figurés du sang

2 Gy <dose < 5Gy Nausées et vomissements précoces, asthénie, hyperthermie, chute rapide des
lymphocytes, diarrhée

5 Gy < dose <20Gy Aplasie médullaire profonde, atteintes morphologiques des tissus, destruction des
¢épithéliums, troubles digestifs majeurs, hémorragies. Cette fourchette de dose,
supérieure a la DL50, conduit & une mortalité élevée a 60 jours.

>20 Gy Etat de choc, troubles neurologiques : désorientation et convulsions, réactions

cutanées précoces : irradiation supra-létale coma et mort dans les 14 a 36 heures.

Tableau 1: Evolution clinique d'un individu en fonction de la dose de radiations ionisantes recue
en irradiation corporelle totale (en rose, effets pour des doses dites infracliniques).

Nota bene : la DLsy chez |‘'homme est de [’ordre de 4 a 4,5Gy (Mole RH et al, 1984).

Différents syndromes apparaissent au-dela d’une dose seuil d’irradiation. Cependant des
atteintes fonctionnelles peuvent étre observées pour des doses infra-cliniques. Le Tableau 2 reprend

en fonction de la dose les différentes atteintes.
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Syndrome Doseen Gy | 5 10 20 50
Atteintes morphologiques

Hématopoiétique _ |
Gastro-intestinal - |

Neurologique |

Atteintes fonctionnelles
Hématopoiétique B |
Gastro-intestinal - |

Neurologique | |

Tableau 2: Atteintes morphologiques et fonctionnelles en fonction de la dose d'irradiation regue.
pour les fonctions hématopoiétique, gastro-intestinale et neurologique.

Si I'on considére les irradiations accidentelles, par définition inhomogenes, la survenue du
syndrome hématopoiétique est d'autant plus probable que la surface atteinte est étendue. Le
syndrome gastro-intestinal apparait pour des doses plus élevées mais il se précise en concomitance
avec le syndrome hématologique. Le syndrome neurologique n’est observé que pour des doses au-

dela des possibilités thérapeutiques actuelles.

L’effet de I’irradiation differe selon le degré d’immaturité¢ des cellules 1ésées. En effet, la
radiosensibilit¢ des cellules dépend de la prolifération cellulaire : une cellule en mitose est
beaucoup plus sensible du fait de la structure de son ADN monocaténaire (absence des histones).
Dés 1906 Bergonié et Tribondeau (Bergonié et Tribondeau, 1906) avaient édicté le postulat selon
lequel plus une cellule prolifére rapidement, plus elle est radiosensible. Ainsi, les effets de
I’exposition aux RI sur le tissu hématopoiétique sont conditionnés par la structure hiérarchisée et
tri-compartimentée de ce dernier. I faut distinguer le compartiment des cellules souches, définies
par leur capacité d’auto-renouvellement, le compartiment des progéniteurs qui sont engagés dans

une voie de maturation et le compartiment comportant les cellules matures.

Les progéniteurs engagés dans une voie de prolifération et de maturation sont les plus
radiosensibles, car ce sont des cellules cyclantes (dose 37% de survie ou D, de I'ordre de 1 Gy).
Quant aux cellules souches, leur état de quiescence leur confére un certain niveau de
radiorésistance. A 1’exception des lymphocytes, qui conservent une capacité de division mitotique
dans leur état différencié, les cellules matures sont radiorésistantes. En effet, les globules rouges et

les plaquettes sont des éléments anucléés, et les polynucléaires matures ne se divisent plus.
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L’aplasie médullaire radio-induite est la résultante de la mortalit¢ cellulaire des
compartiments des progéniteurs immatures et de maturation (dépendant de la dose d’irradiation)
ainsi que de la durée de vie des cellules matures (indépendamment de la dose). Ainsi les périodes de
neutrothrombopénie et lymphopénie sont liées a la mort de la fraction cyclante et a la dépopulation
des cellules matures. Les processus de différenciation et d’auto-renouvellement sont d’autant plus

perturbés que le micro-environnement médullaire est 1ésé par les RI.

La gravité de I’aplasie médullaire dépend de la dose et de I’hétérogénéité de distribution. En
pratique, une irradiation de 2 a 5 Gy (dose moyenne) conduit a une insuffisance médullaire suivie
d’une reconstitution hématopoiétique vers la 4°-5° semaine apres irradiation. Des doses supérieures,
de ’ordre de 5 a 15 Gy, sont fortement myélo-toxiques avec pour conséquence une restauration trés
lente, voire absente. La reprise de I’hématopoi¢se endogene se fera tardivement via les cellules
souches pluripotentes « vraies » dont l'activité transcriptionnelle est lente, nécessitant un grand

nombre de divisions cellulaires pour renouveler le compartiment sanguin.
Ainsi, les traitements de I’aplasie médullaire radio-induite devront permettre :

» d’assurer la couverture de la phase initiale de neutro- et thrombopénie dans 1’attente

d’une reprise endogene.

e d’assurer une reconstitution a long terme de I’hématopoiese en I’absence de reprise

endogene.

Illl. Le syndrome hématopoiétique est la
composante majeure du SAl et doit étre
toujours pris en charge quelles que soient

les pathologies associées.

Lors d'une exposition aux RI au-dela de la dose de 0,5 Gy, le syndrome hématopoiétique se

développe. Les causes de morbidité relatives a ce syndrome sont le risque hémorragique (anémie
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liée aux saignements diffus induits par l'absence d'hémostase plaquettaire) et le risque infectieux.
L'anémie induite par le dépeuplement des territoires médullaires intervient plus tardivement que
celle due aux hémorragies. Dans tous les cas I'anémie apparait plus tardivement que la neutropénie
et la thrombocytopénie (illustration 3). De plus, la profondeur de l'aplasie posséde un impact
négatif sur les possibilités de survie dans un contexte de syndrome gastro-intestinal. Effectivement,
en cas d'irradiation localisée ou d'irradiation corporelle totale hétérogéne conduisant au
développement d'un syndrome gastro-intestinal, la survie dépend alors de la dose recue et du niveau
d'épargne médullaire. La restauration du systeme hématologique est donc une priorité dans la

perspective du traitement du SAL

14 ! I T T I T I I | '
12 3 Gy

300
200

100

Time (days)
Ilustration 3: Effets d'une irradiation corporelle totale a 3 Gy sur le systeme hématopoiétique
(Cerveny T J et al, 1989).

lll.1 L'hématopoiése humaine.
L'hématopoicse est la fonction qui permet a I'organisme de renouveler les éléments figurés

du sang matures assurant I'homéostasie du tissu hématologique. Les lymphocytes, granulocytes,

monocytes et plaquettes et les hématies ont une durée de vie limitée dans I'organisme et sont donc
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produits en permanence au niveau de la moelle osseuse (illustration 4).

Téte et cou: 24,2%

Thorax et vertébres
dorsales: 24,8%

Vertébres {
abdominales: 11%

Bassin et <
Fémurs: 40%

Illustration 4:Répartition de la moelle osseuse
fonctionnelle dans le squelette d'un homme de 30 ans
environ. Les zones d’hématopoiese sont indiquées en
gris foncé. D’apres les données de Cristy (1981).
Hllustration issue de (Bertho JM, 2006)

L'hématopoic¢se comporte trois stades distincts hébergeant les cellules souches pluripotentes,
les progéniteurs et les précurseurs hématopoiétiques. Le passage d'un stade a l'autre se fait par
l'intermédiaire de signaux chimiques et par des interactions de contact entre les cellules du micro-
environnement et les cellules souches elles-mémes.

Le stade des cellules souches pluripotentes est constitué de cellules souches trés immatures
et peu cyclantes pouvant se différencier en la totalité des €léments figurés du sang. Ce stade est
considéré comme étant le moins radiosensible du fait de la condensation de I'ADN de ses cellules
en quiescence. Les CSH pluripotentes sont caractérisées chez 1'Homme par le phénotype
antigénique CD34"/Lin . Chez la souris ces cellules possédent les marqueurs LIN/SCA-17/KIT" ou
l'expression de Kit serait liée a la quiescence des CSH (Thorén LA et al, 2008). En effet seule une
fraction des CSH est quiescente, en fonction des facteurs hormonaux et microenvironnementaux ces
cellules entrent en cycle et se différencient.

Le stade des progéniteurs comporte des cellules plus matures ayant perdu leur pluripotence.
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Ces progéniteurs multipotents sont cependant capables de proliférer et d'étre a l'origine de plusieurs
types de cellules matures. Un méme progéniteur commis pourra, par exemple, se différencier en
granulocyte et monocyte, mais pas en érythrocyte.

Les précurseurs sont les cellules précédant immédiatement la cellule mature et fonctionnelle.
Ils ne peuvent se différencier qu'en un seul type cellulaire et sont déja morphologiquement
reconnaissables.

Les cellules matures sont libérées dans la circulation sanguine (Illustration 5).

Caractérisation fonctionnelle

| SRC

LTC-IC

| HPP-CFC
| CFU-GEMM

CFU-GM
CFU-G
CFU-M
BFUe
CFUe
BFU-MK

Cellules reconnaissables
par leur morphologie

Marquage
immunophénotypigue

Tests fonctionnels
pour les cellules matures

Cellules Matures du Sang

Ilustration S5: Représentation schématique de [’hématopoiese. La CS
hématopoiétique est capable de s auto-renouveler et d’assurer la production des
cellules matures et des éléments figurés du sang. A chaque stade est associé le test
fonctionnel permettant de les identifier.
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.2 Les traitements existants du syndrome hématologique visent
principalement a stimuler les CSH résiduelles par cytokinothérapie ou a

effectuer une greffe thérapeutique.

Le syndrome hématologique est une composante majeure du syndrome aigu d’irradiation
(SAI). Il est dii a la destruction de la moelle osseuse alors incapable d’assurer sa fonction de
renouvellement des cellules sanguines. La profondeur et la durée de 1’aplasie médullaire dépendent
notamment de la dose regue et du pourcentage de territoires médullaires épargnés.

L'aplasie induite par I'exposition aux RI est la premicre cause de morbidité ou de mortalité par
elle-méme ou en association avec d'autres l€sions combinées pour des doses moyennes d'irradiation
a partir de 5 Gy, lutter contre cette derniére est un objectif fondamental dans la thérapie des irradiés

accidentels.

A la suite des greffes de moelle osseuse proposées a 5 irradiés yougoslaves par 1'équipe du
professeur Mathé (Mathé et al, 1963) le traitement de 1’aplasie médullaire radio-induite (RI)
reposait jusqu’aux années 80 sur la greffe de moelle osseuse allogénique. Cette approche a
cependant montré ses limites lors de 1’accident de Tchernobyl en 1986. En effet, le caractére
hétérogéne des irradiations accidentelles conduit a une sous-exposition de certains territoires
médullaires et donc a une épargne des foyers médullaires correspondants, a I'origine d'une reprise
d'immunocompétence. Un tel contexte est donc défavorable a la prise du greffon avec une
augmentation du taux de rejet de greffe et un risque majeur de réaction du greffon contre 1’hote
(GVH). Ces conflits immunitaires sont vraisemblablement générateurs de MODS/MOF. Par
ailleurs, la recherche de donneurs immunologiquement compatibles reste un point délicat du fait de
la grande variabilit¢ des marqueurs du complexe majeur d'histocompatibilité¢, de la nécessité de
trouver rapidement apres l'accident un donneur et ce d’autant plus que I’on considere des scénarios
d’accidents d’irradiation touchant un grand nombre de victimes (Dainiak N et Ricks RC, 2005).

Le recours a une greffe de moelle osseuse doit étre modulé par le probleme principal de la
thérapie des irradiés accidentels. Celui-ci réside dans le nombre de cellules souches
hématopoiétiques résiduelles de 1'individu et de leur capacité a restaurer 'hématopoiese endogene.

C’est pourquoi le développement de nouvelles approches thérapeutiques s’est avéré
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indispensable. Ainsi, pour des doses intermédiaires d’irradiation (2 — 7 Gy), I’arsenal thérapeutique
s’est trouvé renforcé par I'utilisation de facteurs de croissance hématopoiétiques capables de
stimuler 1’hématopoiese résiduelle. Dans ce contexte, le GM-CSF (granulocyte and monocyte —
colony stimulating factor) et le G-CSF (granulocyte colony stimulating factor) ont prouvé leur
capacité de stimulation de la granulopoiese. L'efficacité du traitement par injection de cytokines a
été¢ démontrée chez l'animal par (Mac Vittie TJ et Farese AM, 1995). Cependant, la stimulation de la
thrombopoicse reste un point d’achoppement, bien qu'il existe des facteurs thrombopoiétiques
disponibles mimant les effets de la TPO. Enfin, 1’efficacité des cytokines décroit notablement dans

les cas d’éradication médullaire séveére.

Dans ce cadre, 'unité de Radio-Hématologie Expérimentale de I'Institut de Recherche
Biomédicale des Armées, a développé une stratégie thérapeutique novatrice chez le primate non
humain (PNH) (Drouet et al, 2004) basée sur I’administration in vivo de molécules anti-
apoptotiques (cytokinothérapie anti-apoptotique d’urgence ou CKAU), le but de la CKAU differe
de la thérapie par 'utilisation du G-CSF d'une part par la précocité du traitement (dans les heures
suivant l'exposition) et d'autre part par le fait qu'elle ne vise pas en premier lieu a stimuler les CSH
résiduelles mais a augmenter le pool initial de ces CSH en limitant leur apoptose. Cette approche
prometteuse nécessite cependant que la nature radiologique de I'accident soit détectée de maniere
précoce afin de préserver le plus possible de CSH résiduelles.

Une derniere possibilité de thérapie est I’expansion ex vivo des cellules souches résiduelles
collectées rapidement apres I’irradiation dans un but d’autogreffe .

Cette derni¢re approche s'est révélée décevante en raison de l'impossibilité, dans le cas
d'irradiations séveéres nécessitant un soutien thérapeutique cellulaire, de prélever un nombre
suffisant de cellules souches et progéniteurs hématopoiétiques résiduels préservés sur les plans
quantitatif et qualitatif pour constituer un greffon apres expansion ex vivo.

L'utilisation coordonnée du G-CSF et d'une greffe de cellules hématopoiétiques amplifiées in
vitro n'a pas amélioré les différents parametres hématopoiétiques chez le PNH par rapport a
l'utilisation du G-CSF seul (Bertho JM et al, 2005).

La régulation de la CSH est donc un élément clé de la thérapie du syndrome hématopoiétique,
cette régulation est assurée par le microenvironnement des CSH au niveau de la niche

hématopoiétique (Dominici M et al, 2009).
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IV. Les différents acteurs de la niche
hématopoiétique sont indispensables a sa

fonctionnalité.

IV.1 Une reconstitution hématopoiétique a long terme ne peut se

produire sans une reconstruction de la niche.

L’hématopoiese se déroule dans un micro-environnement unique qui favorise 1’auto-
renouvellement et soutient la différenciation des progéniteurs. Chacune de ces activités requiert
différents facteurs de croissance et protéines d’adhérence, apportés aux cellules souches
hématopoiétiques (CSH) dans des compartiments spécifiques du micro-environnement médullaire.
Ainsi, 1l existe des zones favorisant I'auto-renouvellement et des zones favorisant la différenciation.
In vitro, les cellules stromales de la moelle osseuse sont utilisées comme sources de facteurs de
croissance intervenant dans le processus de 1’hématopoiese. Le stroma hématopoiétique est
compos¢ de multiples types cellulaires comprenant des fibroblastes, des macrophages, des cellules
endothéliales et des adipocytes. Il est difficile d’évaluer I'importance relative de chacun de ces
types cellulaires, mais il a ét¢ montré que les contacts cellulaires directs, la production de matrice
extracellulaire et la sécrétion de cytokines sont nécessaires a la formation et a la maturation des
cellules hématopoiétiques in vitro. Le rdle des cellules stromales de la moelle osseuse in vivo est
beaucoup moins connu. Leur role est d’autant plus complexe a définir que trois types de micro-
environnements, ou niches, ont été identifiés : une zone endostéale, une zone vasculaire et la zone

formée par les cellules voisines des CSH.
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IV.1.1 La niche endostéale.

La niche endostéale a été décrite pour la premiére fois par les équipes de Zhang et al et Calvi
et al en 2003 (Zhang J et al, 2003); (Calvi LM et al, 2003).

Cette niche se situe au contact direct des os et est composée de différents types cellulaires :
les cellules souches mésenchymateuses, les ostéoblastes, les fibroblastes, les macrophages et
adipocytes. La plupart des protéines d'adhérence entre ces cellules activent la quiescence des
cellules souches hématopoiétiques (CSH). Ces cellules sécrétent également des molécules allant
dans le sens de la quiescence et de l'auto-renouvellement. Par exemple, 1'angiopoiétine 1, secrétée
par les cellules souches mésenchymateuses (CSM) et les ostéoblastes se fixe sur le récepteur Tie2
des CSH et active la dormance de ces cellules (Gomei Y et al, 2010). De plus, certaines molécules
de la matrice extracellulaire telles que 1'ostéopontine et I'acide hyaluronique présents dans la niche
endostéale et capables d'interagir avec le récepteur CD44 des CSH inhibent la prolifération et la
différenciation des CSH. Enfin, la faible concentration en oxygeéne présente au niveau de cette niche
est également défavorable a une activation des cellules (illustration 6).

Il apparait donc que, dans une situation d'homéostasie, trés peu de cellules souches
hématopoiétiques s'engageraient dans un processus de différenciation. Cependant, les cellules du
micro-environnement sécrétent également la chimiokine CXCL12 (ou SDF-1) qui active la
migration des CSH et permet leur passage vers la niche vasculaire en fonction du gradient croissant
de cette chimiokine (Hattori K et al, 2003)(illustration 7).

D’autres résultats ont suggéré que les cellules ostéoblastiques sont une composante de la
niche hématopoiétique du fait de leur localisation et de I’expression de nombreux facteurs de
croissance (Taichman, 2005). Deux études publiées simultanément ont apporté des informations sur
la localisation in vivo de la niche hématopoiétique, sur sa structure cellulaire et sur les signaux
moléculaires mis en jeu. Dans la premicre étude, des souris invalidées pour 1’expression du
récepteur IA du BMP (Bone Morphogenic Protein) ont été utilisées pour montrer que 1’inhibition de
la voie de signalisation des BMP entraine 1’augmentation du nombre d’ostéoblastes N-cadhérine+
CD45- corrélée a I’augmentation du nombre de CSH (Zhang J et al, 2003). Dans la deuxiéme étude,
un modele de souris transgénique exprimant constitutivement la PTH (parathyroid hormone) ou son
récepteur PPR (PTH/PTH related protein receptor) sous le contrdle du promoteur du collagéne al a

¢été utilisé (Calvi LM et al, 2003). Ces molécules interviennent dans la régulation de 1’homéostasie
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du calcium et donc dans la formation et la résorption osseuse. Les cellules ostéoblastiques stimulées
par la voie des PPR ont proliféré et ont consécutivement permis d’augmenter le nombre de CSH. Il
a ét¢ montré qu’a I'inverse, un déficit en ostéoblastes engendrait une diminution du nombre de
cellules hématopoiétiques y compris de CSH (Visnjic D et al, 2004). Cette relation intime entre
CSH et ostéoblaste est possible grace a des processus d’adhérence qui impliquent de nombreuses
molécules comme : VLA-4 (Very Late Antigen-4 ; (04p1), VLA- 5 (aspi), VCAM-1 (Vascular Cell
Adhesion Molecule-1), CD34, CD44, CD164, ICAM-1 (Intracellular Cell Adhesion Molecule-1),
ICAM-3, LFA-1 (Lymphocyte Function-Associated Antigen-1), LFA-3, PECAM-1 (Platelet
Endothelial Cell Adhesion Molecule-1). De plus des cytokines associées aux cellules ou liées a la
matrice comme l’interleukine-3 (IL-3), le FLT-3L (fins-like tyrosine kinase-3 ligand), le GM-CSF
(Granulocyte Macrophage-Colony Stimulating Factor), le SCF et le TGF-B1 peuvent elles aussi
servir de molécule d’adhérence. Le mécanisme permettant aux CSH de venir s’associer aux
ostéoblastes est encore mal connu. Des études récentes suggérent que la N-cadhérine, Tie2 et
Jagged-1 sont impliqués dans ce processus (Calvi LM et al, 2003);(Zhang J et al, 2003);(Arai F et
al, 2004). Un élément important li¢ au maintien de I’immaturité des CSH est la trés faible tension en
oxygene au niveau de la niche ostéoblastique. Dans 1’organisme, les cellules se trouvent dans des
conditions ou le pourcentage d’O2 varie de 14% a moins de 0,4% (Porwol T et al, 2001). Dans la
moelle osseuse, cette valeur est particuliérement faible car elle varie de 2 a 4% a proximité des
artérioles et certaines études suggerent que certaines zones de la moelle osseuse sont en anoxie
(Chow DC et al, 2001); (Antoniou ES et al, 2004) et que c’est dans ces zones que les CSH sont
localisées (Nilsson SK et al, 2001). Des études in vitro montrent que la culture de cellules souches
et progéniteurs hématopoiétiques (CSPH) dans des conditions d’hypoxie favorise 1 auto-

renouvellement et limite les phénomenes de différenciation (Hermitte F et al, 2003).
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Illustration 6: La niche ostéoblastique et la niche vasculaire dans la moelle osseuse. La niche
ostéoblastique permet de maintenir quiescentes les CSH et leur permet ainsi de conserver leur
immaturité. Seuls quelques ostéoblastes (en vert) ont la capacité de former une niche pour les
CSH. La niche vasculaire participe a la migration transendothéliale des CSH (lors de la

mobilisation ou de la re-médullarisation) et favorise leur prolifération et leur différenciation. (Yin
TetLil, 2006)

IV.1.2 La niche vasculaire.

La premicre description de la niche vasculaire des CSH a été proposée par 1'équipe de
Heissig et al en 2002 (Heissig B et al, 2002). Ces travaux ont montré qu'une métalloprotéinase
(MMP9) située au contact de l'endostéum pouvait cliver le SCF présent sur la membrane des
cellules stromales du microenvironnement. Ce SCF libéré induirait alors l'entrée en cycle des CSH
et 'augmentation de leur mobilité permettant leur passage vers la niche vasculaire.

Cette niche est située au contact de 1'endothélium de la moelle osseuse. Ce compartiment est
composé¢ des cellules endothéliales et de cellules réticulaires capables de sécréter le CXCL12. La

niche vasculaire est impliquée dans les processus de différenciation des CSH, l'interaction entre les
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progéniteurs engagés dans la voie de différenciation mégacaryocytaire et les cellules endothéliales
de la moelle osseuse a un effet positif sur la thrombopoiése (Avecilla ST et al, 2004). 11 a été
démontré que ces cellules endothéliales particuliéres situées au niveau des sinusoides auraient une
origine et un phénotype différent des autres cellules endothéliales microvasculaires de 1'organisme
(Rafii S et al, 2002).

Une forte concentration en oxygene associée a la proximité des facteurs solubles pro-
différenciants présents dans le sang tels que 1'érythropoiétine ou la thrombopoiétine pousse les
cellules souches a se différencier en éléments figurés matures. Toutefois, des facteurs angiogéniques
comme le VEGF et I’angiopoiétine-1 ont un rdle important pour le soutien aux CSH. Le VEGF est
la principale molécule de régulation de la formation des vaisseaux sanguins et de I’hématopoiese.
En utilisant de petites molécules intracellulaires inhibant I’activité tyrosine des VEGFR, Gerber et
al. ont démontré que le VEGF régule la survie des CSH grace a un mécanisme autocrine (Gerber
HP et al, 2002). L’angiopoiétine-1, en se liant a son récepteur Tie-2, prévient I’entrée en division
des cellules, permet le maintien de la quiescence et de I'immaturit¢é des CSH et protége ces
dernicres de stress myé¢losuppresseurs (Arai F et al, 2004). Dans la zone ostéoblastique, les CSH
sont maintenues en quiescence, alors que dans la niche vasculaire, les CSPH se divisent. La
migration séquentielle des cellules hématopoiétiques, débutant avec les CSH dans la niche
ostéoblastique, permet leur prolifération et leur différenciation jusqu’a la maturation. Durant cette

étape, les cellules migrent a travers le tissu médullaire vers la niche vasculaire.
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Hlustration 7: Niches hématopoiétiques et ostéoblastiques. Fonctions et mobilité des
CSH en fonction du gradient de SDF-1.
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Différents facteurs solubles interviennent dans le microenvironnment pour réguler
I’hématopoiese. Ces facteurs sont des glycoprotéines qui vont agir avec une grande spécificité
fonctionnelle et vont permettre de réguler les processus de différenciation et d’auto-renouvellement
nécessaires au maintien de I’homéostasie tissulaire. Encore aujourd’hui, on ne connait pas toutes les
interactions qui existent entre les cellules hématopoiétiques et les composants circulants ou ceux qui
sont propres au micro-environnement. Cependant, il est connu que les cellules stromales (les
cellules endothéliales, les fibroblastes, les adipocytes et les ostéoblastes) ainsi que les
monocytes/macrophages et les lymphocytes produisent la plupart des facteurs de croissance
nécessaires au développement des cellules hématopoiétiques.

Au niveau de la niche endostéale, les facteurs sécrétés par les ostéoblastes tels que le TGF-3
et 1'ostéopontine inhibent la prolifération des CSH et les maintiennent quiescentes. 4 contrario le
SCF, le FIt3-L, 11l-1, 1'llI-6 et la TPO sont des facteurs qui activent la prolifération et la
différenciation des CSH. Les protéoglycanes sont des macromolécules complexes, formées de
glycosaminoglycanes (GAG) ou mucopolysaccharides acides, constitués d'une épine dorsale
peptidique sur laquelle se branchent des chaines polysaccharidiques linéaires constituant l'acide
hyaluronique, le chondroitine sulfate, le kératane sulfate, I'héparane sulfate. Les protéoglycanes par
leurs charges polyanioniques forment des agrégats qui jouent un rdle important dans les
mouvements de l'eau, et la stabilisation des fibres de collagénes. Ils interviennent dans I'adhérence
des précurseurs hématopoiétiques au stroma et dans la fixation de facteurs de croissance. Les
glycosaminoglycanes se fixent a d'autres molécules comme la fibronectine, et lient le GM-CSF et
I'IL3. A la surface cellulaire, les héparanes sulfates permettent 1'adhérence des cellules progénitrices

aux cellules du stroma.

IV.2 Les CSH, les cellules souches mésenchymateuses et les
progéniteurs endothéliaux sont les cellules a partir desquelles

tous les éléments de la niche hématopoiétique sont produits.

En médecine régénérative, les cellules souches adultes, bien que possédant un potentiel de
variété de différenciation moindre que les cellules souches embryonnaires, sont utilisées de fagon

préférentielle pour des raisons aussi bien éthiques que techniques. Les cellules souches adultes ne
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peuvent cependant pas remplacer les CS embryonnaires; les cellules les plus intéressantes en termes
de potentialité de différenciation seraient les CS du sang placentaire et les iPSC (cellules souches

reprogrammeées a partir de cellules différenciées) (Wernig M et al, 2007).

1vV.2.1 La notion de cellule souche.

La notion de cellule souche (CS) a été dégagée pour la premicre fois a propos du tissu
hématopoiétique (Ford CE et al, 1956); (Till JE et McCulloch EA, 1961). Chez la souris, I'existence
d'une cellule souche multipotente a été prouvée par l'expérience de Till et Mc Culloch. L'irradiation
a 10 Gy d'une souris détruit son tissu hématopoiétique et induit une aplasie médullaire mortelle en
I'absence de greffe de moelle osseuse. Au contraire, si une greffe est réalisée apres l'irradiation
I'animal ne décede pas d'insuffisance médullaire. Vers le 10° jour sa rate est remplie d'amas
cellulaires macroscopiques. Ces colonies sont mixtes c'est-a-dire constituées de cellules appartenant
a plusieurs lignées cellulaires. Une colonie observée correspondant a une cellules souche injectée.
On les appelle CFU-S (Colony Forming Unit-Spleen).

A la suite de ’explosion de la bombe d’Hiroshima, il est apparu que, chez les personnes
irradiées, la capacité de produire des cellules sanguines avait disparu. Des travailleurs d’une
centrale nucléaire yougoslave (Vinca), irradiés accidentellement en 1956, recurent des injections de
moelle osseuse d’individus sains afin de remplacer leur hématopoicse déficiente (Mathé et al,
1963). Ce fut la premiére tentative pour restaurer le fonctionnement de la moelle osseuse a I’aide
des rares cellules ayant la capacité de reconstituer une hématopoiese déficiente.

Les CS sont définies comme une population cellulaire capable de s’auto-renouveler et de se
différencier en se divisant de fagon symétrique et asymétrique. Les CS ont la capacité de produire
de multiples types de cellules matures et fonctionnelles. Cette définition correspond a la définition
« minimale » des CS. Celle-ci ne permet pas de distinguer les CS des autres cellules qui ont la
capacit¢ de se diviser et cette définition doit comporter d’autres arguments pour Etre plus
discriminante. Certains investigateurs ont propos¢ d’ajouter d’autres items a cette définition afin de
la compléter :

* la capacité des CS a s’auto-renouveler durant toute la durée de vie,

e la substantielle contribution des CS a ’homéostasie tissulaire.
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Si cette définition parait plus complete, elle n’est toutefois pas parfaite. En effet, les CS de la
créte neurale, par exemple, forment une population cellulaire é¢phémere (Murphy M et Bartlett PF,
1993). Dans les tissus solides, la contribution des CS est territorialement restreinte; de cette fagon,
une seule CS ne peut pas contribuer au maintien tissulaire de la majeure partie d’un organe (Gage
FH. 2000). Cette définition des CS ne serait valable que pour les CS hématopoiétiques (CSH) et les
cellules germinales. Elle apparait donc comme étant trop restrictive. Ainsi, il est difficile d’établir
une définition « définitive » pour I’ensemble des CS.

Bien souvent, ces définitions ne sont valables que lorsqu’elles sont relatives a un tissu et non
a un organisme entier composé d’une multitude de tissus et d’une large diversité de CS. Les CS
peuvent se distinguer des autres cellules présentes dans un tissu commun par le biais de leur
capacité de différenciation, par le niveau de différenciation dans lequel elles se trouvent et par les

genes qu’elles expriment.

Une observation importante est que plusieurs types de CS peuvent participer a la
reconstitution d’un tissu (Hillyer CD et Wells SJ, 1993). Par exemple, pour I’hématopoi¢se peuvent
participer les CS issues du sac vitellin (Palis J et Yoder MC, 2001), du sang de cordon (Broxmeyer
HE et al, 1989), du foie feetal (Gale RP, 1992) et de la moelle osseuse adulte (Becker AJ et al,
1963); (Siminovitch L et al, 1963). Chacune de ces CS a une capacité d’auto-renouvellement
durable, elles peuvent reconstituer une hématopoicse déficiente et peuvent produire de multiples
phénotypes lors de tests de clonogénicité. De la méme fagon, une grande variét¢ de CS a été
identifiée dans le systéme nerveux a différents niveaux de développement et en différents lieux dans
le cerveau (Pevny L et Rao MS, 2003).

De plus, I’idée selon laquelle les CS existent dans différents tissus, qu’elles expriment des
caractéristiques individuelles spécifiques et sont interchangeables, a conduit au concept
d’universalité des propriétés des CS. Les premiers travaux ayant pour objectif d’identifier un
marqueur commun des CS n’ont pas été couronnés de succes (Ivanova NB et al, 2002); (Ramalho-
Santos M et al, 2002). Toutefois, une méta-analyse des geénes conférant un caractére de cellule
souche, grace a la comparaison de profils d’expression génique de différentes populations de CS
purifiées, a permis d’identifier un seul gene exprimé par les trois populations de CS étudiées :
I’intégrine a6 (Fortunel NO et al, 2003); (Guo Y et al ,2003 [1])). Bien que sur la base de

I’expression de cette protéine, il soit possible de caractériser certaines populations de CS (Lawson
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DA et al, 2007); (Sugiyama T et al, 2007), cette expression n’est pas restreinte aux cellules
immatures et de nombreuses cellules matures ont cette protéine a leur surface.
Les CS peuvent schématiquement étre classées en trois grandes catégories en fonction de

leur capacité de prolifération et de différenciation :

Les CS totipotentes. Apres fécondation, le zygote résultant est une cellule totipotente. Cela
signifie qu’elle a le potentiel génétique pour créer toutes les cellules de 1’organisme (cellules du
mésoderme, de I’endoderme, de 1’ectoderme, des cellules germinales), du placenta et des cellules
des tissus extra-embryonnaires. Cette cellule totipotente peut se diviser en cellules conservant cette
totipotence lors des 4 premiers jours du développement embryonnaire, soit 3 a 4 divisions
cellulaires.

Les CS pluripotentes (appelées CS embryonnaires). Apres environ 5 jours, les cellules
totipotentes se différencient et se spécialisent pour former le blastocyste. Les cellules de la couche
externe vont former le placenta et les tissus de soutien du développement feetal dans 1’utérus. Les
cellules de la masse interne du blastocyste sont des cellules pluripotentes. Ces derniéres ont le
potentiel de former toutes les cellules de I’organisme, toutefois elles ne peuvent pas participer a la
formation du placenta et des tissus extra-embryonnaires.

les CS multipotentes. Les cellules pluripotentes poursuivent leur spécialisation en se
différenciant en cellules multipotentes ayant un potentiel de différenciation plus limité. Par
exemple, les CS hématopoiétiques sont multipotentes car leur différenciation permet la production
des différents types de cellules sanguines : globules rouges, globules blancs et plaquettes. Les
cellules multipotentes sont présentes aussi bien chez le feetus que chez 1’adulte. Des CS
multipotentes ayant un potentiel de différenciation n’étant pas restreint a un seul type tissulaire,
présentes chez I’adulte ou dans le sang de cordon, ont récemment été décrites : MAPC (Multipotent
Adult Progenitor Cell) (Jiang Y et al, 2002 [1]), USSC (Unrestricted SomaticStem Cell) (Kogler Get
al, 2004), MIAMI (Marrow Isolated Adult Multilineage Inductible Stem Cells) (D'Ippolito G et al,
2004). Plus récemment, des travaux sur la reprogrammation génique, notamment par 1'expression
des genes Oct4 et Sox2, de cellules différenciées adultes telles que les fibroblastes ont permis de
leur faire acquérir une capacité de différenciation multipotente. Ces cellules reprogrammées ont en
effet été capables de transdifférenciation vers les trois lignées des feuillets embryonnaires (Wernig

M et al, 2007); (Yu J et al, 2007); (Nagy K et al, 2011).
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Les CS unipotentes sont capables de générer un seul type de cellules différenciées. Elles
sont déja engagées dans une voie de différenciation et présentent un potentiel de prolifération limité.
En cas de Iésion du tissu auquel elles appartiennent, et contrairement a la majorité des autres types
de CS qui ont besoin de signaux de détermination, elles sont directement mobilisables. C’est le cas
des cellules satellites qui, en cas de lésion du muscle squelettique, vont pouvoir rapidement et

efficacement régénérer les fibres musculaires 1ésées.

Un autre systeme de classification des CS est utilisé, il est basé sur leur origine et il sert de
référence au législateur pour établir les régles éthiques d’utilisation des CS. Cette classification
distingue trois types de CS : les CS embryonnaires totipotentes, les CS feetales et les CS des tissus
adultes. Ces cellules correspondent a différents stades de développement mais ne coexistent pas
dans 1'organisme.

Les CS embryonnaires (ES) (Mimeault M et al, 2007): elles sont issues de la masse interne
du blastocyste, structure de 16-40 cellules issues des divisions de I’ovocyte fécondé. Le feuillet
externe du blastocyste donnera le placenta. S’il est implanté dans I’utérus, le blastocyste entier peut
se développer en un feetus viable. Au 5° jour du développement, chacune des cellules de la masse
interne du blastocyste est pluripotente. Une fois le blastocyste dissocié, les cellules ES qui en sont
extraites ont perdu toute possibilité de se développer ultérieurement en un embryon ; cependant,
elles peuvent étre cultivées en laboratoire a I’infini tout en conservant leur caractére de
pluripotence, et un génome intact. Il est donc possible d’obtenir des millions de cellules ES
pluripotentes a partir d’un petit nombre de cellules embryonnaires de blastocyste. Placées dans des
conditions de culture précises, ces cellules ont la capacit¢ de se différencier en des cellules
spécialisées correspondant a tous les tissus de 1’organisme (cceur, sang, neurones...). La
pluripotence intrinseque des ES leur confeére un avantage unique pour analyser les signaux propres
aux CS et pour caractériser les genes qui sont activés en réponse a ces signaux. Ces caractéristiques
de pluripotence et d’auto-renouvellement a long terme ont amené beaucoup d’espoirs et ont ouvert
de larges perspectives dans le cadre de la médecine régénératrice. Toutefois, les tests chez la souris
ont montré qu'elles ont un fort potentiel tumorigene (tumeur bénigne ou maligne, tératome ou
tératocarcinome).

Les CS feetales (Mimeault M et al, 2007): elles sont isolées a partir de tissus foetaux

provenant d’avortements, donc a un stade beaucoup plus tardif (5-10 semaines) que le stade de
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blastocyste embryonnaire. Les CS feetales peuvent étre isolées a partir du sang, de la moelle
osseuse, mais aussi a partir du foie et des reins. Le sang foetal est riche en CS avec un potentiel de
reconstitution hématopoiétique plus important que celui des CS issues du sang de cordon ou de la
moelle osseuse adulte. Durant le premier trimestre, le sang foetal contient aussi une population de
CS mésenchymateuses qui soutiennent I’hématopoicse et qui peuvent se différencier en de multiples
types cellulaires. En termes d’applications, les CSH et les CS mésenchymateuses d’origine feetale
présentent des avantages par rapport aux cellules issues de tissus adultes comme une meilleure prise
de grefte, une mutipotentialité plus importante et une immunogénicité plus faible. L’utilisation de
cellules feetales présente moins de problemes éthiques que I'utilisation d’ES et leur potentiel de
différenciation est plus élevé que les CS adultes.

Les CS tissulaires adultes (Mimeault M et al, 2007): elles assurent I’homéostasie d’un
organe, que ce soit naturellement ou apres une 1ésion, assurant ainsi la pérennité de la fonction de
I’organe. Les nombreux travaux réalisés in vitro ou apres transplantation chez 1’animal permettent

d’attribuer aux CS adultes les caractéristiques suivantes qui les distinguent des cellules ES :

* elles ne sont pas considérées comme pluripotentes et sont généralement restreintes
a la différenciation en cellules d’un tissu donné,

» elles ne se multiplient pas a I’infini a 1’état indifférencié,

* elles sont trés hétérogénes, compte tenu de la diversité des tissus de 1’organisme

auxquels elles appartiennent.

Certaines CS adultes se multiplient tres efficacement en culture, en conservant intact leur
caractere souche comme les CS nerveuses, épidermiques ou mésenchymateuses. D’autres n’ont pas
ce pouvoir, soit parce qu’elles perdent leur potentiel en se divisant (CSH), soit parce qu’elles
proliférent trés peu in vitro (CS musculaires). Quel que soit le type de CS considéré, ces cellules ont
des caractéristiques qui les rapprochent. Toutes les CS doivent réguler leur cycle cellulaire : elles
peuvent entrer dans des périodes de prolifération importante, maintenir leur capacité¢ d’auto-
renouvellement ou entrer dans une période de quiescence en évitant le processus de sénescence. De
plus, les CS doivent maintenir ’intégrit¢ de leur génome en évitant 1’accumulation de mutations
génétiques et la transformation néoplasique. Les CS doivent pouvoir faire le choix entre auto-

renouvellement et différenciation. Elles doivent interagir avec leur environnement par le biais de
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facteurs de croissance et de molécules de la matrice extracellulaire.

1vV.2.2 Les cellules souches mésenchymateuses.

Les CSM furent identifiées pour la premicre fois en 1976 par 1I’équipe de Friedenstein
(Friedenstein A et Kuralesova Al, 1971) mais le terme MSC (Mesenchymal Stem Cells) ne fut
retenu comme tel qu’apres les travaux de Caplan en 1991 (Caplan Al, 1991). Ces cellules sont trés

prometteuses dans le domaine de la thérapie cellulaire car elles disposent de nombreux avantages :

* Elles sont présentes dans une grande variété de tissus adultes faciles a prélever tels
que la moelle osseuse (tissu de référence pour I’isolement des CSMs), le tissu
adipeux (tissu de référence pour l'isolement des Adipocyte Stem Cells ou ASCs), le
sang de cordon ombilical, le sang périphérique, le placenta, le cuir chevelu ou encore
la pulpe dentaire.

* Malgré leur faible proportion dans les tissus (0,001-0,01%), ces cellules peuvent étre
rapidement isolées et ont une forte activité proliférative.

* Elles ont déja été utilisées avec succes pour le traitement de différentes affections
telles que I’osteogenesis imperfecta, I’infarctus du myocarde et la réaction du greffon
contre I'hote (graft versus host disease ou GVHD). Pour revue (Hilfiker A et al,
2011)

* Elles ont la capacité de migrer vers les zones de 1’organisme ou se produit un
dommage (Liu ZJ et al, 2009).

 Leur utilisation dans la prévention de la GVHD implique une action

immunomodulatrice de leur part.

Les cellules souches mésenchymateuses issues de la moelle osseuse humaine sont
caractérisées morphologiquement par leur forme en fuseau en microscopie. D’autre part, elles
possedent une forte activité proliférative et ont la capacité d’adhérer rapidement sur le plastique des
boites de culture.

L’expression de différents marqueurs antigéniques a leur surface permet de les discriminer

des autres types cellulaires, notamment par cytométrie en flux. Aucun de ces marqueurs n’est
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réellement spécifique des CSM, c’est la combinaison de leur présence ou absence qui détermine le
phénotype de la population cellulaire que on étudie. Ces marqueurs ou « clusters» de
différenciation (CD) sont recensés dans le tableau 3.

Par exemple, une CSM arbore classiquement les CD105, CD166, CD90, CD73, Stro-1 et est
négative pour l'expression du marqueur hématopoiétique CD45. Le CD34, marqueur caractéristique
des CSH, serait quant a lui exprimé par une sous-fraction de CSM a faible capacité d'adhérence
(Kaiser S et al, 2007). Cette fraction caractéristique disparait rapidement lors de la culture in vitro.

Antigénes de surface nom de I'antigéne

CD105 Endoglin
CD73 Ecto-5'-nucléotidase
. CD90 Thy-1
Positif CD166 ALACAM
Stro-1 /
HLA-ABC
SSEA-1/4 (early) stage-specific embryonic antigen
Non CD34 gp105 / Mucosialin
spécifiques, CD49b Vla-2a
. CD130 gp130
expression  ~pq46 MCAM
variable CD200 0OX9
aV/B5 Intégrine
CD45 LCA
CD14 LPS-R
CD11b Mac-1
Négatif
egati CD79a Iga
CD19 B4
HLA-DR /

Tableau 3: Marqueurs antigéniques utilisés pour la discrimination des CSM en cytométrie en flux

L’activité physiologique des CSM est le résultat de 1’expression de différents facteurs
présents a leur surface et sécrétés dans le milieu environnant. Ces chimiokines peuvent avoir une
activité autocrine, paracrine ou endocrine. En effet, dans le cas du SDF-1, les CSM peuvent s’auto-
stimuler car elles possédent le récepteur de cette molécule, mais ce facteur est aussi connu comme
chimioattractant pour les leucocytes. Le phénotype sécrétoire des CSM est décrit dans le tableau 4.

Les CSM sécretent également des cytokines pro-inflammatoires telles que IFN-y, TNF-a,
IL-1a et anti-inflammatoires comme le TGF-f. De plus il a ét¢ démontré 'expression d'un facteur
hématopoiétique, le GM-CSF et de facteurs pro-angiogénique, l'angiogénine el le VEGF. D'autres
facteurs ont ét¢ détecté au niveau du sécrétome des CSM : SCF, IL-6, IL-8 (Hwang JH et al, 2009).
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Chimiokines N Récepteurs associés
sécrétées om exprimés
CCL2 MCP-1 CCR2
CCL3 MIP-1a CCR1 et CCR5
CCL4 MIP-1B CCR5
CCL7 MCP-3 CCR2 et CCR3
CCL20 MIP-3a /
CCL26 eotaxin-3 CCR3
CX3CLA1 fraktalkine CX3CR1
CXCL1 GROa /
CXCL2 GROB /
CXCL5 ENA-78 /
CXCL8 IL-8 /
CXCL10 IP-10 CXCR3
CXCL11 i-TAC CXCR3
CXCL12 SDF-1 CXCR4

Tableau 4: Chimiokines et récepteurs associés exprimeés par les CSM.

Ces cellules sont ¢galement reconnues pour leur plasticité. En effet, les CSM sont capables
de se différencier vers plusieurs types cellulaires du feuillet mésodermique tels que les ostéoblastes,

les adipocytes, les chondrocytes ou encore les péricytes (Pittenger MF et al, 1999) (illustration 8).

Une récente étude a permis l'identification des CSM associées aux CSH de la niche
hématopoiétique vasculaire (Méndez-Ferrer et al, 2010). Ces cellules situées au contact de
'endothélium expriment la Nestine et sont associé¢es avec des fibres adrénergiques du systéme
nerveux sympathique (SNS). Le SNS est connu pour réguler la mobilisation des CSH (Katayama Y
et al, 2006), de plus, ces CSM nestine” secrétent de nombreux facteurs actifs sur le « homing » et la

balance quiescence / différenciation des CSH (CXCL12, SCF, IL-7, VCAMI, et OPN).
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Ilustration 8: Potentialité de différenciation des CSM.

IvV.2.3 Les progéniteurs endothéliaux.

Les progéniteurs endothéliaux (EPC) ne sont pas encore une population finement
caractérisée. Du point de vue structurel et fonctionnel, cette population apparait encore tres
hétérogene.

Ces cellules sont a 1'origine des cellules endothéliales qui forment I'endothélium, la couche
la plus interne des vaisseaux sanguins qui forme la surface d'échange entre le tissu sanguin et les
organes.

Bien que la moelle osseuse soit considérée comme étant la principale source d'EPC, elle
n'est probablement pas la seule car d'autres cellules souches endothéliales ont €té isolées a partir de
différents tissus tels que le sang périphérique, le tissu adipeux, le tissu cardiaque et le tissu
musculaire. Les EPC sont issus de différents types cellulaires incluant les hémangioblastes et les
cellules CD34" de la « side population » de la moelle osseuse, les progéniteurs endothéliaux du sang
périphérique VEGFR2" ainsi que les cellules souches hématopoiétiques (CSH) CD34".

Les EPC sont caractérisés le plus souvent par l'expression de marqueurs de surface qui
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varient en fonction de leur stade de différenciation; elles sont cependant toujours négatives pour le

CD45 (Tableau 5).

o Spécifique des
s Spécifique des .
Cinétique . cellules issues
. . Marqueur de surface cellules issues de la
d'expression du sang
moelle osseuse R
périphérique
CD34 +
VEGF-R2 +
Précoce CD133 +
C-kit +
Sca-1 +
. VE-cadherine
tardive .
Facteur de Von Willebrand

Tableau 5: Cinétique d'expression des marqueurs de surface des EPC.

IV.2.4 Les cellules souches hématopoiétiques.

Le systeme hématopoiétique est organisé comme une hiérarchie pyramidale de différents
types cellulaires clonogéniques ayant différentes capacités d’auto-renouvellement, de prolifération
et de différenciation. Au sommet de cette pyramide se trouvent les CSH. Pour le maintien de
I’homéostasie du tissu sanguin ou en réponse a un stress hématologique, les CS sont recrutées dans
I’hématopoiese active et réalisent une série de divisions mélant auto-renouvellement et divisions de
maturation. Les cellules gagnant en maturation ont des capacités de prolifération et un potentiel de
différenciation se réduisant progressivement. Ces cellules forment le compartiment des progéniteurs
ou ’on distingue des progéniteurs pluripotents capables de fortement proliférer en réponse a des
combinaisons de facteurs de croissance synergiques, et des progéniteurs plus matures engagés dans
la différenciation d’une lignée unique et répondant a un petit nombre de facteurs de croissance plus
spécifiques de la lignée donnée. Ces cellules sont caractérisées par une faible capacité d’auto-
renouvellement. Les progéniteurs hématopoiétiques se différencient finalement en précurseurs qui
se divisent peu ou pas, puis en cellules totalement matures. Ces deux derniers groupes de cellules
constituent le compartiment de maturation ou les cellules ne se divisent plus et sont
morphologiquement reconnaissables. A la fin du processus de maturation, les cellules traversent la

barriére endothéliale pour quitter la moelle et gagner la circulation sanguine. Les cellules matures
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du sang ont une durée de vie limitée allant de 1 jour (pour les neutrophiles) a 120 jours (pour les

érythrocytes).

IV.2.4.1  Les sources des cellules souches et progéniteurs hématopoiétiques

(CSPH ) adultes.

Il existe différentes sources de CSPH utilisables en recherche fondamentale ou dans la
perspective de greffes.
La moelle osseuse:

C’est le siege de I’hématopoiese, elle est logiquement la premiére source de CSPH. La
quantit¢ de CSPH dans un prélévement de moelle est variable selon les individus et selon la quantité
de sang périphérique qui contamine le prélévement.

Le sang périphérique:

Les CSPH circulent dans le sang, mais le nombre est habituellement tres bas et représente 1
a 2 % du nombre retrouvé dans la moelle osseuse avec de grandes fluctuations entre les individus.
En revanche, chez des patients ayant re¢u une chimiothérapie ou un traitement par des facteurs de
croissance hématopoiétiques de type Granulocyte-Colony Stimulating Factor (G-CSF) et Stem Cell
Factor (SCF), une re-circulation sanguine transitoire des CSPH est observée. Les CSPH du sang se
trouvent dans la fraction mononucléée des leucocytes et peuvent étre prélevés grace a un dispositif
de cytaphérese.

Le sang de cordon:

Longtemps considéré comme un déchet biologique, le sang de cordon est maintenant utilisé
comme une source de CSPH. Le prélévement se fait par ponction de la veine ombilicale apres
clampage du cordon et séparation de 1’enfant, le volume ainsi prélevé est compris entre 70 et
150 mL.

Les résultats obtenus lors de ces études montrent que des disparités existent entre ces
différentes sources de CSPH. De méme, leurs caractéristiques fonctionnelles sont différentes, par
exemple la proportion de cellules CD34" quiescentes est plus élevée pour les cellules issues du sang
mobilisé (Gothot A et al, 1997); (Gothot A et al, 1998), et les profils d’expression génique des
cellules issues de la moelle ou du sang mobilisé présentent des différences significatives (Graf L et

al, 2001).
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IV.2.4.2  Tests de clonogénicité.

Les tests de clonogénicité sont utilisés pour quantifier les progéniteurs multipotents et les
progéniteurs unipotents des lignées granulocytaires, érythroides, monocytaires et mégacaryocytaires
(Fauser AA et Messner HA, 1978). La technique la plus couramment utilisée consiste a déposer les
cellules sur un milieu semi-solide supplémenté par un cocktail de cytokines favorisant la
prolifération et la différenciation de progéniteurs isolés formant alors des colonies de cellules
majoritairement matures. Les progéniteurs a 1’origine de ces colonies sont appelés CFC (Colony
Forming Cell), CFU (Colony Forming Unit) ou BFU (Burst Forming Unit). Les colonies sont
énumérées et classées sur la base de la morphologie des cellules matures qui les composent par

microscopie.

* Les CFU-GEMM (CFU-granulocyte, érythrocyte, macrophage, megacaryocyte). Les
colonies formées proviennent des progéniteurs précoces ou immatures qui peuvent se
différencier en différentes lignées. Ces colonies sont trés denses et I’on peut souvent
observer en périphérie les granulocytes, les macrophages ou les mégacaryocytes. Elles sont
constituées de cellules translucides et de cellules rouges dont la couleur est due a la présence

de ’hémoglobine.

* Les CFU-GM (CFU-granulocyte and macrophage) : les colonies formées sont plutot de
forme homogene avec un centre plus concentré et une périphérie moins dense de couleur
translucide. Les progéniteurs formant ces colonies peuvent donner naissance a deux types

cellulaires : les macrophages et les granulocytes.

* BFUe (BFU-erythroid) : ce sont des progéniteurs érythroides plus immatures que les CFU-
E. Comme ils possédent une capacité de prolifération plus importante, ils donnent lieu a des
colonies plus grosses. Ces colonies sont appelées des « burst » du fait de leur ressemblance
avec les colonies érythrocytaires observées au cours du développement embryonnaire dans

la zone vitelline appelée « burst vitelli » chez 1'oiseau.

* CFUe (CFU-erythroid) : ces progéniteurs érythroides tardifs assez matures forment
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rapidement (6 jours) des colonies de petite taille. La couleur rouge orangée de ces colonies

est due a la présence de I’hémoglobine.

* Les BFU-MK (BFU-Megakaryocytic) : ce sont des progéniteurs relativement primitifs de la
lignée mégacaryocytaire donnant naissance a des colonies d’au moins 10 cellules regroupées

en plusieurs amas.

* Les CFU-MK (CFU-Megakaryocytic) : issues des BFU-MK, elles sont par conséquent plus

différenciées et donnent naissance a des colonies formées d’au moins trois mégacaryocytes.

La culture des CSPH est utilisée pour caractériser leur capacité de prolifération et de
différenciation a des étapes distinctes et successives de leur différenciation et pour estimer la
fréquence de ces cellules. Ces cultures sont réalisées sur des stromas cellulaires pré-établis qui
délivrent des signaux d’inhibition et de stimulation régulant la croissance ex-vivo des cellules
hématopoiétiques. La nature de ce stroma peut varier selon les mode¢les, il peut s’agir de cellules
fibroblastiques issues de culture primaire de cellules de moelle osseuse ou de lignées cellulaires
transformées. Les cellules se développant 1 a 3 semaines aprés le début de la culture sont
considérées comme représentant la descendance de progéniteurs relativement matures, alors que
celles se développant plus tard (aprés 5 a 8 semaines) sont considérées comme issues des cellules
les plus primitives et sont appelées LTC-1C (Long Term Culture -Initiating Cell) (Sutherland et al.,
1991; Udomsakdi et al., 1992).

L’équipe d’Ogawa a mis au point un test permettant la détection des CFU-blastes (Leary AG
et Ogawa M, 1987). Ce test est réalis¢ en deux étapes : une premiere culture en milieu semi-solide
sans cytokines, puis une seconde étape de culture en présence de cytokines. Ce test permet de
mettre en évidence des colonies blastiques composées de cellules indifférenciées qui peuvent
donner, dans 10 a 60% des cas, des colonies secondaires apres repiquage.

Le test des HPP-CFC (High Proliferative Potential-CFC) mis au point par Bradley et al.
chez la souris, met en évidence des colonies issues de progéniteurs hématopoiétiques quiescents car
résistants au traitement par le 5-Fluorouracile (Bradley TR, Hodgson GS, 1979). Différentes

versions de ce test ont ensuite été appliquées a I’Homme comme le test HPP-Q (High Proliferative
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Potential-Quiescent) dans lequel 1’utilisation d’un anticorps anti-Tumor Growth Factor-p (TGF-B)
entraine la mise en cycle des progéniteurs hématopoiétiques maintenus quiescents par le TGF-3
autocrine. Ce test permet ’acceés a des sous-populations de progéniteurs quiescents non détectés

dans les conditions classiques (Hatzfeld J et al, 1991).

V.Ces types cellulaires, soumis a l'irradiation

subissent différents types de mort cellulaire.

L'évolution de la niche irradiée dans sa structure et sa fonctionnalité est soumise a la
chronologie de la mort de ses différentes composantes cellulaires. Celle-ci est différente en fonction
du type de mort cellulaire associé¢ a chaque type cellulaire dans le cas d'une irradiation. Bien qu'il
existe d'autres types de morts cellulaires tels que l'anoikis ou l'autophagie, trois cas de figure
majeurs peuvent se présenter ici :

* Lanécrose.
» L'apoptose.

¢ La sénescence.

V.1 La nécrose.

La nécrose est I'événement qui survient en réponse a une agression sévere des cellules
pouvant €tre induite par un surdosage d'agents cytotoxiques ou par une exposition a une forte dose
de radiations ionisantes. Si I'apoptose peut étre comparée a un « suicide cellulaire », la nécrose est
souvent référencée comme « meurtre cellulaire ».

L'événement le plus précoce de la nécrose est le gonflement des mitochondries suivi
rapidement par la rupture de la membrane plasmique et le relargage dans le milieu environnant des
constituants du cytoplasme incluant des enzymes protéolytiques. Par la suite, la chromatine
nucléaire se désorganise et se condense en paquets ce qui conduit a la caryolyse.

La nécrose est responsable d'une importante réaction inflammatoire des tissus qui induit la

formation de cicatrices.
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La dégradation de I'ADN dans le cas de la nécrose ne suit pas un schéma aussi précis que

celle intervenant lors de l'apoptose et conduit a des produits de dégradation de tailles hétérogenes.

V.2 L'apoptose

Le phénoméne d'apoptose a été mis en évidence en 1972 par John Kerre, Andrew Willie et
Alastair Currie. L'apoptose se produit naturellement par 1'organisme, c'est le mécanisme par lequel
ce dernier se débarrasse de cellules ayant perdu leur fonction.

L'apoptose intervient notamment de maniére physiologique lors de 1'embryogenése ainsi que
dans I'immunité. En effet, pendant le développement de 1'embryon, l'apoptose joue un rdle crucial
dans la formation des doigts en permettant 1'élimination des cellules qui les relient entre eux. Lors
d'une réaction immunitaire faisant suite a une infection virale, les lymphocytes T8 cytotoxiques
induisent la mort des cellules infectées.

L'apoptose est caractérisée par la compaction de la chromatine nucléaire, la condensation du
cytoplasme des cellules et la fragmentation de 'ADN. Lors de ce phénomeéne, l'intégrité de la
membrane plasmique n'est jamais atteinte et les composants internes de la cellule ne sont pas
relargués dans le milieu. Ce type de mort cellulaire n'est donc pas accompagné d'une inflammation.
La cellule se désagrége en plusieurs corps apoptotiques qui sont €éliminés par la suite par les

macrophages.

Dans les conditions d'homéostasie, la survie cellulaire est soumise a la balance entre facteurs
de survie et facteurs pro-apoptotiques. Plusieurs causes peuvent donc aboutir au « suicide »
programmé des cellules par apoptose :

» La perte des signaux de survie qui fait pencher la balance de manicre défavorable.

* Les dommages de I'ADN consécutifs a une exposition aux radiations ionisantes ou aux
rayons UV.

* Les signaux hormonaux d'activation des processus de mort.

» La perte des interactions cellule-cellule ou cellule-matrice extracellulaire.

e Le vieillissement cellulaire.

La signalisation du processus apoptotique se fait par deux voies principales.
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La voie extrinseque ou voie des récepteurs de mort qui passe par des protéines
transmembranaires de la superfamille des TNF telles que FAS. L'activation de ces récepteurs par un
stimulus externe entraine la cascade d'activation des caspases. Cette cascade initiée avec la caspase
8 va aboutir a la lyse des protéines de structure de la cellule par les caspases effectrices et a la
fragmentation de ' ADN.

La voie intrinseque est liée aux dommages subis par I'ADN, au stress des
mitochondries ou au stress du réticulum endoplasmique. Cette voie de signalisation implique les
oncogenes de la famille Bel-2 et la protéine p53. L'activation de cette voie conduit au relargage du
cytochrome c¢ mitochondrial dans le cytosol. Ceci a pour conséquence l'arrét de la chaine

respiratoire et la cascade d'activation des caspases initiée par la caspase 9.

V.3 La sénescence

La sénescence cellulaire est 1'une des nombreuses voies par lesquelles la cellule eucaryote
meurt. Celle-ci est cependant caractéristique des cellules adhérentes. Contrairement a 'apoptose, la
nécrose et les autres formes de mort cellulaire, la sénescence est caractérisée par une perte de la
fonction réplicative mais également par un maintien de l'intégrité structurelle et fonctionnelle de la
cellule.

Selon le postulat de Hayflick (Hayflick L et al, 1961), la culture de cellules ex vivo connait
trois phases distinctes. La premiére lors de la mise en culture ou les cellules ont une faible activité
proliférative, une seconde phase d'expansion exponentielle et enfin la derni¢re phase ou les cellules
conservent uniquement leur activité métabolique pendant une longue période.

La sénescence cellulaire s'explique par plusieurs mécanismes (illustration 9). Le premier est
la diminution de la taille des télomeéres des chromosomes lors de chaque phase réplicative. En effet,
les cellules humaines somatiques sont dépourvues de télomérase (WTERT), l'enzyme gouvernant
I'élongation des télomeres. Cette enzyme, présente dans les cellules souches ainsi que dans les
cellules cancéreuses et les cellules immortalisées in vitro, est activée lorsque les télomeres
atteignent une taille critique en dessous de laquelle la cellule se suicide par apoptose ou entre en
sénescence (Bodnar AG et al, 1998), (Vaziri H et Benchimol S, 1998).

Ce processus de mort cellulaire peut également étre induit par le stress. Lorsque des cellules

sont explantées de leur organisme-hote, leur micro-environnement est bouleversé. En effet le
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pourcentage en oxygene varie fortement a la hausse d'ou un fort stress oxydatif dii notamment aux
ROS (reactive oxygen species). De plus, les cellules adhérentes ne regoivent plus les signaux de
survie transmis par leur contact a la matrice extracellulaire et aux autres cellules du micro-
environnement, ce qui déséquilibre la balance des signaux survie/mort. Enfin, la composition du
milieu de culture n'est jamais optimale en termes de nutriments et de facteurs de survie. Ce dernier
point semble étre le plus limitant dans le maintien de l'activité proliférative des cellules en culture et
dans l'apparition du phénoméne de sénescence. La sénescence induite par le stress, se produisant
aprées un nombre limit¢ de passages, est donc indépendante de celle provoquée par le
raccourcissement des télomeres.

La sénescence cellulaire est induite par des voies similaires aux autres voies de mort
cellulaire telles que celles médiées par p53. Enfin, la sénescence cellulaire peut étre induite par
l'action de certains oncogenes : ce phénomene appelé OIS (oncogene-induced senescence) a été
découvert lors de recherches sur des variants du géne HRAS responsable de 1'immortalisation de
cellules primaires (Land H et al, 1983), (Serrano M et al, 1997). Dans les cellules humaines, la

principale voie de signalisation responsable de 1'OIS est celle de p16™<*4,

Pre-senescent cell

Dysfunctional | Y ;ﬁ - Strong mitogenic
telomeres ]_' L, a Y] signals
. @£\ . . .
Non-telomerie Chromatin perturbations
DNA damage and other non-genctoxic
; : stresses
Senescent phenotype
£ Growth arrest |}
> : : -
I 3 = A
[ Apoptosis [N Altered gene
%, resistance W expression

Mature Reviews | Molecular Cell Biology

Ilustration 9: Phénomenes inductifs et conséquences
de la sénescence cellulaire. D'apres (Judith Campisi
et Fabrizio d'Adda di Fagagna, 2007)
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V.4 Cinétique de mort cellulaire.

La sénescence des cellules est caractérisée par différents marqueurs aussi bien

morphologiques que fonctionnels, ou encore par l'expression de molécules spécifiques.

. Arrét du cycle cellulaire.

. Modifications morphologiques.

. Induction de 'activité SA-B-galactosidase.
. Altérations de la chromatine.

. Induction du phénomene d'autophagie.

. Activation de la voie p1 6™,

La nécrose est un phénoméne violent non contr6lé par l'organisme qui survient
immédiatement apres le dommage di a l'irradiation; les cellules subissant cet effet sont condamnées

et ne feront I'objet d'aucun traitement mis a part une prophylaxie a base de radioprotecteurs.

Apres irradiation, le délai d’apparition de 1’apoptose varie d’un type cellulaire a I’autre. En
effet, ’apoptose peut survenir juste aprés irradiation (apoptose précoce ou interphasique), apres
I’arrét en G2 (Merritt et al, 1997) (Radford et al, 1994), ou aprées plusieurs divisions cellulaires
(apoptose tardive) (Dewey WC et al, 1995), (Yanagihara K et al, 1995), (Castedo M et al, 2004).
Les CSH disparaissent préférentiellement via ce mécanisme de mort cellulaire. Il est possible de
traiter 1'apoptose précoce a l'aide d'une CKAU afin de préserver un pool de CSH plus important
pour la reconstitution hématologique (Drouet M et al, 1999).

Enfin, la sénescence non réplicative apparait 48 heures post-irradiation. De plus, les cellules
subissant ces effets maintiennent leur intégrité pendant une longue période et sont principalement
des cellules de soutien. Ceci laisse le champ libre a une thérapie génique visant a activer les
progéniteurs cellulaires résiduels afin de reconstruire une niche fonctionnelle avant la disparation

des éléments vieillissants.
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Vi. L'optimisation de la prise en charge des
irradiés accidentels nécessite l'utilisation de

modeles animaux.

Pour des raisons ¢éthiques évidentes, les différents protocoles cliniques de traitement de
l'irradiation accidentelle doivent préalablement étre testés sur des modeéles animaux. Plusieurs
étapes sont nécessaires pour développer et optimiser les techniques utilisées pour vérifier d'une part
l'efficacité du traitement proposé et d'autre part pour évaluer l'occurrence d'effets secondaires
délétéres induits par ce traitement.

Dans un premier temps, l'utilisation d'un mode¢le de petit animal est nécessaire pour
décrypter en détail les mécanismes d'action précis des traitements proposés. Les souris non-obese
diabetic severe combined immunodefficiency (NOD-SCID) sont fréquemment utilisées pour étudier
la prise de greffe. En effet, ces animaux sont impuissants a développer une réaction immunitaire
spécifique. Ces souris sélectionnées génétiquement présentent un défaut de fonction des
lymphocytes T, B et NK et ne sont plus capables d'activer l'activité du complément. Ce modele
permet de tester un greffon de taille préclinique sans risque de rejet par 'organisme-héte; de plus, la
petite taille et les facilités de stabulation/entretien du modéle murin permettent de réaliser
rapidement une étude statistiquement exploitable sur une expérimentation.

Méme si le modele murin possede plusieurs qualités, ses limites n'en font pas un bon
candidat pour des études précliniques. En effet, sa distance phylogénétique avec I'Homme interdit
une extrapolation des résultats obtenus. De plus, dans le cas particulier de I'é¢tude de la restauration
hématopoiétique, le modéle souris est inadapté en raison des fortes différences existant entre
I'hématopoi¢se humaine et murine. Chez la souris, I'hématopoiese est a la fois médullaire et
splénique, la formule sanguine est différente avec une prédominance lymphocytaire, la demi-vie des
globules rouges est inférieure a celle de 'Homme et la radiosensiblilité¢ globale de la souris est
différente celle observée chez I'Homme (DL50/30 chez 'Homme aux alentours de 4,5 Gy, chez la

souris « sauvage » 8 Gy et chez la souris NOD-SCID 3Gy).
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Le modele du primate non humain (PNH) présente de nombreux avantages sur les autres
especes animales pour développer des modéles expérimentaux en hématologie. Le haut degré
d'homologie génétique entre l'humain et les autres primates se traduit par des similitudes
physiologiques et notamment des parametres biochimiques et immuno-hématologiques. Chez les
macaques rhésus et nemestria il a ét¢ démontré un taux d'homologie de 93 a 99% au niveau des
séquences génétiques et protéiques d'une quinzaine de cytokines (Villinger F et al, 1995).

Lors d'une ICT 1il, existe un gradient de dose absorbée en fonction de 1'épaisseur corporelle
traversée par les rayonnements Cette hétérogénéité lésionnelle a pu étre évaluée chez les primates
de grande taille, comme le babouin, qui se révelent étre la meilleure modélisation des ICT chez
I'Homme (Herodin F et al, 1992). Le modé¢le primate a permis de montrer que 1'aplasie médullaire
radio-induite s'installe dans un contexte de forte réaction inflammatoire associée a des troubles
séveéres de I'hémostase. L'évaluation de 1'hématopoiese résiduelle et la recherche de dosimeétres
biologiques sont possibles chez le primate.

Plusieurs protocoles de thérapie cellulaire ont été conduits chez le primate traitant de la
transplantation de CSH CD34 positives soumises ou non a une phase d'expansion in vitro (Norol F
et al, 1999); (Bertho JM et al, 2005). L'avantage de ce modele animal est d'autoriser 1'évaluation de
la « transplantabilité » des cellules cultivées sans ajout d'un greffon non manipulé de sauvegarde.
Les études ainsi réalisées, principalement en situation autologue, ont abouti a des résultats
contrastés qui dépendent essentiellement du milieu et des cytokines utilisées pour la culture ainsi
que de la durée de celle-ci. Un protocole préclinique a déja été transposé en clinique, celui
d'Andrews et al (Andrews RG et al, 1999) transposé par J. Reiffers (Reiffers J et al, 1999).

Des greffes de CSM autologues ont déja été réalisées chez le babouin irradié¢ dans la
perspective de soutenir la reconstitution hématopoiétique de ces animaux (Drouet M et al, 2005).
Bien que cette étude visat a soutenir la reconstitution induite par des CSH co-injectées, ce protocole
a démontré la faisabilit¢ de greffes de cellules stromales dans un modéle primate du syndrome
hématopoiétique.

Ce modele possede cependant des limites. En effet, son cofit est élevé concernant tant 1'achat
des animaux que leurs conditions de stabulation et d'entretien. De plus, le statut sanitaire des PNH
est difficilement contrdlable et ils sont souvent porteurs d'infections virales telles que 1'herpes B.
Cependant, nous avons toujours sélectionné des animaux séronégatifs et euthanasi¢ les animaux

présentant une séroconversion. Il n'en reste pas moins vrai que la plupart des primates sont porteurs
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sains de rétrovirus présentant un pouvoir cytopathogéne in vitro (spumavirus). Les prélevements
biologiques sur ces animaux nécessitent une anesthésie préalable qui s'ajoute a la difficulté du
modele (Dans le modéle murin, I'anesthésie gazeuse facilite cette étape). Ces facteurs ne permettent
donc pas la formation de cohortes expérimentales de grande ampleur. Cependant, la variété
génétique des animaux étudiés est bien plus grande que dans un modele murin, les résultats

d'expérimentations obtenus avec les PNH sont donc beaucoup plus robustes.

Malgré la lourdeur de ce mode¢le, ses avantages de proximité avec I'Homme et les études
déja réalisées le font apparaitre comme le meilleur candidat pour notre étude du traitement de la

niche hématopoiétique par thérapie cellulaire, lors d'une ICT.

VIl. Hypothese de travail : Utilisation d'un
vecteur cellulaire pour délivrer une protéine

active sur la restructuration de la niche.

ViiA Les cellules souches adipeuses (ASC).

Le tissu adipeux est une source abondante de cellules souches mésenchymateuses dont les
résultats sont prometteurs dans le domaine de la médecine régénératrice. En effet, ces cellules
peuvent étre facilement récoltées en grand nombre sans risque de séquelles majeures pour le
donneur. Au cours de la derniére décennie, de nombreuses études ont fourni des données
précliniques sur l'innocuité et l'efficacité des cellules souches dérivées du tissu adipeux, ce qui a
permis de favoriser leur utilisation pour des applications cliniques.

Dans le domaine de la médecine régénérative, des études fondamentales et précliniques ont
¢t¢ menées pour remédier aux lacunes cliniques sur l'utilisation des cellules souches les plus
utilisées jusqu'a présent: les cellules souches mésenchymateuses (CSM). Les CSM sont présentes
dans de nombreux tissus adultes, le plus représentatif étant la moelle osseuse. Pendant de

nombreuses années, les cellules issues de la moelle ont été la principale source de cellules souches
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pour les applications du génie tissulaire ((Caplan Al, 1991); (Pittenger MF et al, 1999); (Caplan AL,
2007) ) mais leur prélévement en quantités limitées couplée a leur faible représentation dans le tissu

osseux ont conduit les chercheurs a se tourner vers d'autres sources.

Toutefois, des études récentes ont montré que le tissu adipeux sous-cutané donne un net
avantage sur d'autres cellules souches sources en raison de la facilité avec laquelle le tissu adipeux
peut étre prélevé, ainsi que la facilité d'isoler des cellules souches a partir de ce tissu. (Schiffler A et
al, 2007). Ces cellules sont obtenues par digestion enzymatique de tissu adipeux issu d'une
liposuccion. Le mélange de cellules stromales et vasculaires mis en culture par la suite a ét¢€ nommé
la fraction stromale vasculaire (FSV) (Traktuev DO et al, 2008). Une sous-population de cellules
souches a par la suite été identifiée dans la FSV par Zuk et al. (Zuk PA et al, 2001); (Zuk PA et al,
2002).

La désignation est encore variable au sein de la communauté scientifique et plusieurs

désignations leurs sont encore attribuées:
PLA (Processed lipoaspirates)
ADSC (Adipose-Derived Stromal cells ou Adipose-Derived Stem Cells)
AD-MSC (Adipose-Derived Mesenchymal Stem Cells)
ADRC (Adipose-Derived Regenerative Cells)
ASC (Adipose Stem Cells)

Les ASC proliférent de fagon stable in vitro et peuvent, tout comme les CSM « classiques »
issues de la moelle osseuse, se différencier vers les voies chondrocytaire, adipocytaire, myocytaire,
neuronale et ostéocytaire ((Zuk PA et al, 2002); (Izadpanah R et al, 2006); (Romanov YA et al,
2005)). En outre, une équipe a récemment isolé¢ une population d'ASC possédant une capacité de

différenciation multipotente (Rodriguez LV et al, 2006).

VIl.1.1 Caractérisation.

Les ASC expriment différents marqueurs de surface communs aux CSM: CD10, CD13,
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CD29, CD34 , CD44, CD54, CD71, CD90, CD105, CD106, CD117, et STRO-1. Il faut cependant
souligner que les CSM et les ASC perdent leur marqueur CD34 au cours de la culture (Kaiser S et

al, 2007).

Les ASC sont négatives pour les marqueurs des lignées hématopoiétiques CD45, CD14,
CDl16, CD56, CD61, CD62E, CD104, ainsi que pour les marqueurs des cellules endothéliales
CD31, CDI144, et le facteur von Willebrand (Zuk PA et al, 2002); (Musina RA et al, 2005);
(Romanov YA et al, 2005)). Morphologiquement, ces cellules ont la forme caractéristique de
fibroblastes en fuseau et sont capables de la préserver apres I'expansion in vitro ((Zuk PA et al,
2002); (Arrigoni E et al, 2009); (Zannettino AC et al, 2008)). Cependant, aprés un nombre de
passages supérieur a 10, ces cellules s'étalent ce qui indique une perte de leur capacité de

prolifération.

Les similitudes entre les ASC et les CSM semblent indiquer que les ASC pourraient étre
dérivées des CSM présentes dans le sang périphérique (0,03% des cellules circulantes), qui
s'infiltrent dans le compartiment adipeux par les parois des vaisseaux ((Zuk PA et al, 2002);
(Zannettino AC et al, 2008); (Brighton CT et al, 1992);(Canfield AE et al, 200); (Bianco P et al,
2001)). D'autre part, selon une théorie récente, ces cellules souches seraient apparentées aux
péricytes ((Traktuev DO et al, 2008); (Chen CW et al, 2009); (Crisan M et al, 2008); (Zannettino
AC et al, 2008); (Tintut Y et al, 2003); (Abedin M et al, 2004); (Amos PJ et al, 2008)). En effet, les
péricytes autour de micro-vaisseaux expriment l'alpha-actine des cellules musculaires lisses (a-
SMA) ainsi que certains marqueurs des CSM (CD44, CD73, CD90, CD105), mais elles n'expriment
pas les marqueurs de cellules endothéliales ou hématopoiétiques (Chen CW et al, 2009). Les
péricytes sont capables d'adhérer, de proliférer en culture en maintenant leur profil antigénique
initial, et peuvent se différencier en os, cartilage et cellules graisseuses (Chen et al., 2009). En outre,
les CSM injectées par voie systémique migrent vers les vaisseaux sanguins in vivo et se
différencient en péricytes (Chen CW et al, 2009). Considérant les données ci-dessus, on peut
supposer que les péricytes sont les précurseurs des CSM, mais cela ne signifie pas que toutes les
CSM sont issues des péricytes (Chen CW et al, 2009) ou que tous les péricytes sont nécessairement
des cellules souches ((Lin G et al, 2008); (Traktuev DO et al, 2008); (da Silva Meirelles L et al,
2008); (Abedin M et al, 2004); (Tintut Y et al, 2003); (Zannettino AC et al, 2008); (Amos PJ et al,
2008)).
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Traktuev et al. (2008) ont défini une sous-population de péricytes en tant qu'ASC. Ces
cellules sont CD34°, CD31, CD45, et CDI144" et expriment des marqueurs de cellules
mésenchymateuses, les antigénes des muscles lisses, et des marqueurs pericytaires, y compris les
protéoglycanes chondroitine sulfate (NG2), CD140a, et CD140b (PDGF o récepteur et f,
respectivement) ( (Traktuev DO et al, 2008); (Amos PJ et al, 2008)). Toutefois, Lin et al. (2008)
n'ont pas pu co-localiser le CD34 et le CD104b, et en ont donc conclu que les cellules CD34 * /

CD31" du tissu adipeux vasculaire ne sont pas des péricytes.

Les différences dans 1'expression de marqueurs de surface dans ces études peut s'expliquer
par le stade de croissance de la culture (Romanov YA et al, 2005). De méme, la variabilité¢ de la
positivit¢ CD34 dans plusieurs rapports est probablement une conséquence de la régulation a la
baisse d'expression de ce marqueur dans les quelques premiers jours de l'expansion in vitro

(Traktuev DO et al, 2008).

VIl.1.2 Activité paracrine.

Le tissu adipeux participe activement au processus endocrinien sécrétant des cytokines et
des facteurs de croissance (Kilroy GE et al, 2007). Les ASC sécrétent des niveaux élevés de

différentes cytokines listées ci-apres.
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Nom
VEGF
EGF
FGFb
PDGF
TGF-B
IGF
BDNF
FLT-3 Ligand
G-CSF
GM-CSF
M-CSF
IL-6
IL-7
IL-8
IL-11
IL-12
LIF
TNF-a
HGF

Nom complet
Vascular Endothelial Growth Factor
Epidermal Growth Factor
Basic Fibroblast Growth Factor
Platelet-Derived Growth Factor
Transforming Growth Factor 3
Insulin Growth Factor
Brain-Derived neurothrophic Factor
FMS-like tyrosine kinase 3
Granulocyte Colony stimulating Factor
Granulocyte/Monocyte Colony stimulating Factor
Monocyte Colony stimulating Factor
Interleukine 6
Interleukine?
Interleukine8
Interleukine11
Interleukine 12
Leukemia Inhibitory Factor
Tumor Necrosis Factor a
Hepatocyte Growth Factor

Références

Chen et al;. 2009, Kilroy et al;. 2007,
Rehman et al 2004; Cai et al, 2007;.
Ebrahimian et al, 2009;. Kim et al,
2009;. Kim et al, 2007;. Wei et al,
2009

Kilroy et al 2007, Rehman et al 2004

Cai et al, 2007

Tableau 6: Tableau récapitulatif des cytokines sécrétées par les ASC.

Cette sécrétion de facteurs paracrines par le tissu adipeux contribue probablement a des

concentrations ¢levées de ces cytokines dans les cas d'obésité ((Kilroy GE et al, 2007);

(Hotamisligil GS et al, 1995)).

Il est important de noter que ces facteurs de croissance angiogéniques et anti-apoptotiques

sont sécrétés en quantité suffisante pour induire une activité biologique et que leur sécrétion

augmente de maniere significative dans des conditions hypoxiques ((Rehman J et al, 2004); (Cai L

et al, 2007); (Lee EY et al, 2009)). Le HGF est peut-étre le principal facteur angiogénique sécrété

par les ASC et joue un rdle central dans les effets paracrines. L'inhibition de l'expression du HGF a

montré une suppression des effets angiogéniques et régénératifs des ASC dans les tissus

ischémiques. Inhiber l'expression de HGF réduit la capacité des ASC a favoriser la prolifération des

cellules endothéliales et supprime leur effet pro-angiogénique in vitro (Cai L et al, 2007).
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VIl.1.3 Régénération tissulaire.

Les matériaux actuellement utilisés dans la régénération des tissus mous en chirurgie
esthétique, qui comprennent le collagéne, 'acide hyaluronique, le silicium et d'autres matiéres de
charge, ont plusieurs inconvénients tels que I'immunogénicité, le colt élevé, et 1'allergénicité, et le
risque de transmission de maladies infectieuses. D'un autre coté, les greffes autologues de graisse
sont plus largement disponibles, mais une limite de cette technique est la faible persistance du
greffon dans 1'organisme (Minn KW et al, 2010). Les greffons adipeux transplantés peuvent perdre
du volume au fil du temps en raison de la résorption du tissu qui peut entrainer la perte de 20-90%
du volume du greffon d'origine (Cherubino M et Marra KG, 2009). La solution idéale pour la
régénération des tissus mous serait de favoriser la régénération des tissus adipeux vascularisés pour

combler le défaut de masse da a la 1ésion (Brayfield C et al, 2010).

Récemment, Frerich et al. (Frerich B et al, 2005) font état d'une co-culture in vitro en
utilisant le modele d'ASC humaines et de cellules endothéliales de veine ombilicale, ayant abouti a

la formation d'un réseau capillaire.

Les ASC sécretent la quasi-totalité des facteurs de croissance qui prennent part & une
cicatrisation normale ((Ebrahimian TG et al, 2009); (Blanton MW et al, 2009); (Kim WS et al,
2007);(Rehman J et al, 2004)). Apres greffe, les ASC peuvent rester viables et sécrétent des facteurs
de croissance de fagon continue et régulée en réponse a des stimuli environnementaux, tout comme
c'est le cas dans le processus de cicatrisation naturelle (Badillo AT et al, 2007). Les ASC améliorent
la guérison des plaies par I'augmentation de la densité des vaisseaux, I'augmentation de 1'épaisseur
du tissu, et le dépot de collagéne (Ebrahimian TG et al, 2009). Elles améliorent également l'aspect

esthétique des cicatrices qui en résulte (Blanton MW et al, 2009).

Un approvisionnement sanguin est crucial pour la cicatrisation des plaies. Le VEGF sécrété
par les ASC induit la migration et la prolifération des cellules endothéliales et donc I'augmentation
de la vascularisation du lit de la plaie ((Lorens HP et al, 2006); (Rehman J et al, 2004)). Il est a la
fois expérimentalement et cliniquement démontré que I'administration topique d'ASC augmente le
taux de guérison de la plaie ((Ebrahimian TG et al, 2009); (Rigotti G et al, 2007)). Kim et al. (2007)

ont démontré que les ASC stimulent la prolifération, la migration et la sécrétion de collagéne de
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type I par les fibroblastes dans un modéle de plaie in vitro.

VIl.1.4 Perspectives de thérapie cellulaire.

Les thérapies cellulaires utilisant les ASC sont largement prometteuses dans divers domaines
cliniques basés sur les résultats en recherche fondamentale. Ces cellules ont été utilisées en clinique
pour stimuler la réparation osseuse dans les déficits osseux craniens (Lendeckel S et al, 2004), leur
utilisation pour le traitement des maladies cardio-vasculaires, sans effets secondaires cardiaques

(par exemple, une instabilité ¢lectrique) a également été démontrée (Bai X et Alt E, 2010).

Ces cellules sont connues pour leur « homing » dans certains tissus comme les tissus 1ésés.
Bien que les mécanismes sous-jacents de la migration des ASC restent a déterminer, la clarification
des roles des récepteurs de chimiokines et des molécules d'adhérence de ces cellules peut conduire a
1'élaboration de stratégies thérapeutiques pour améliorer le recrutement des ASC cultivées au niveau

des tissus blessés ou endommagés.

Nous avons donc décidé d'utiliser les ASC dans notre modéle pour plusieurs raisons:
* La facilité de prélévement du tissu adipeux
* Leur forte capacité proliférative.
* Le « homing » de ces cellules au niveau des zones déplétées de la moelle osseuse irradiée.
* Leur faible immunogénicité.
* Leur potentialité de soutien de la néovascularisation
* La possibilit¢ de transfection efficace de ces cellules notamment par une technique

d'¢électroporation (Zaragosi LE et al, 2007).
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Vil.2 La protéine choisie a été le morphogéene Sonic

Hedhehog.

VIl.2.1 Description.

Le gene Sonic Hedgehog (Shh) a été découvert en 1978 lors de recherches sur le
développement embryonnaire de la drosophile au Laboratoire Européen de Biologie Moléculaire.
Ces travaux ont été récompensés par le prix Nobel de médecine et physiologie 1995, et le géne doit
son nom a un personnage de jeux vidéos trés populaire a cette époque. Shh est le membre le plus
¢tudi¢ de la famille des morphogenes de type hedgehog qui en comporte trois, Sonic Hedgehog
(Shh), Desert Hedgehog (Dhh) et Indian Hedgehog (Thh).

Un morphogéne est un geéne codant une protéine produite pendant le développement
embryonnaire et dont le gradient gouverne la formation des axes et des polarités de I'embryon plus
particulierement au niveau du systeme nerveux central chez les vertébrés. Shh est également produit
par certaines cellules adultes telles que les cellules épithéliales de l'intestin et de I'estomac (Zavros
Y et al, 2008) et est impliqué dans les phénomenes de division cellulaire et le développement de

certains cancers notamment au niveau gastro-intestinal.

La protéine Sonic hedgehog est issue de l'autocatalyse du précurseur de 45 kDa qui produit
deux protéines distinctes dont une seule semble avoir une activité biologique; cette derniére, d'un
poids moléculaire de 20 kDa, posséde un domaine de signalisation N-terminal (Hh-N).

L’autoprotéolyse du précurseur passe par la formation d’un intermédiaire thioester qui va
subir une attaque nucléophile de la part d’une molécule de cholestérol, ce qui engendre la formation
d’une liaison covalente entre cette molécule et la partie carboxy-terminale du peptide Hh-N. La
protéine Hh-N ainsi modifiée est alors soumise a une seconde modification lipidique : I’introduction
d’un acide gras sur la cystéine amino-terminale (Pepinsky RB et al, 1998). Cette dernicre
modification met en jeu une acyltransférase, skinny hedgehog, mise en évidence par Chamoun et

collaborateurs a partir des études génétiques et biochimiques du mutant ski(-/-) qui ont révélé

61



VIl.HypoTHESE DE TRAVAIL : UTILISATION D'UN VECTEUR CELLULAIRE POUR DELIVRER UNE PROTEINE ACTIVE SUR
LA RESTRUCTURATION DE LA NICHE.

I’incapacité de ce mutant a ajouter un groupement palmitate amino-terminal (Chamoun Z et al,
2001). Alors que la molécule de cholestérol permet 1’ancrage de Hh-N a la surface de la cellule,
I’acide gras augmente son activité biologique. Hh-N ainsi modifiée est responsable de la totalité des

activités signalisatrices identifiées pour les protéines Hh (Ingham PW, 2001).

VIl.2.2 Signalisation.

Chez la drosophile, la cascade de signalisation est initiée par la liaison de la protéine Sonic
Hedgehog au récepteur a 12 domaines transmembranaires patched (Ptc). Ptc est un inhibiteur de la
protéine Smoothened (Smo), un récepteur a 7 domaines transmembranaires couplé a une protéine G
de la famille Wnt/Frizzled qui est capable d'activer le clivage protéolytique du complexe de
signalisation (HSC). Ce complexe protéique comprend le facteur de transcription Cubitus
interruptus (Ci), la sérine / thréonine kinase Fused (Fu), la molécule de kinésine comme Costal 2
(Cos2) et suppresseur de fusion (Sufu). Cos2 se lie également a la protéine kinase A (PKA), la
protéine kinase CK1 (anciennement la caséine kinase 1) et la glycogeéne synthase kinase 3 (GSK3),
qui sont d'autres kinases impliquées dans la voie de signalisation Hedgehog.

En I'absence de ligand, Ptc réprime Smo et empéche I'activation de la voie de signalisation
Hedgehog. Le HSC est li¢ aux microtubules et & la membrane et interagit avec la protéine Smo via
Cos2. Cubitus interruptus subit alors un clivage protéolytique via PKA, CK1 et GSK3 pour produire
une forme inactive de Ci, qui pénétre dans le noyau et inhibe la transcription du geéne cible de la
voie de signalisation (illustration 10).

En présence de Sonic Hedgehog, I'inhibition de PTC sur Smo est levée et le HSC est libéré
des microtubules. Smo est phosphorylée par la PKA, ce qui provoque la libération de CK1 et PKA,
CK1 et GSK3. Ci n'est alors plus inhibé par Sufu et est donc libre de pénétrer dans le noyau pour

induire la transcription de génes cibles Hedgehog comme engrailed , Ptc et decapentaplegic.

La voie de signalisation Hedgehog chez les vertébrés a de nombreux points communs avec
celle de la drosophile. Chez les mammiferes, il existe deux geénes Ptc (Ptc 1 et 2) ainsi que trois
homologues Ci connus sous le nom Glil, Gli2 et Gli3. Glil et Gli2 sont des activateurs de la

transcription, alors que Gli3 fonctionne comme un répresseur de cette fonction. Les régulateurs de
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signalisation Hedgehog chez les vertébrés comprennent la mégaline, un membre de la famille des
low-density lipoprotein (LDL) qui se lie a Hedgehog, et la protéine SIL qui fonctionne en aval de

Ptc.

Ptc

A
M ®

Ci

1
Ou GLI chez
les mammiféres

TRA
Qu GLI chez
les mammiféres

Hlustration 10: Voie de signalisation de Sonic Hedhehog péi’mettani l'activation de la
transcription par l'intermédiaire du facteur Gli.

VII.2.3 Activités biologigues ayant conduit au choix de cette protéine.

Parmi les différents candidats régulant directement ou indirectement 'hématopoicse la voie
de signalisation hedgehog peut représenter un acteur essentiel dans 1'hématopoiese adulte a 1'état
d'homéostasie et de celle induite par le stress. Il a été décrit que Sonic Hedgehog induit l'expansion
des cellules hématopoiétiques pluripotentes humaines et le repeuplement médullaire chez la souris
immunodéprimée via une régulation de la Bone Morphogenic Protein (BMP) (Bhardwaj G et al,
2001). Dans les cellules répondant & Shh, le récepteur transmembranaire Ptcl induit l'inhibition de
la protéine smoothened qui conduit a I'activation de Noggin, un inhibiteur spécifique de BMP-4.
Cette cascade de signalisation a pour résultat un effet mitogene sur les cellules-cibles. Le rdle précis
du facteur de transcription Gli reste cependant débattu.

Cependant, d'autres études ont contesté la régulation myéloide et lymphoide de Ptcl et ont
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suggéré que la signalisation Hedgehog peut étre indispensable pour la fonction des cellules souches
hématopoiétiques adultes (CSH). En ce qui concerne le micro-environnement, il a été décrit que
Shh pourrait étre impliqué dans la vascularisation de certains tissus embryonnaires et présenterait
une activité pro-angiogénique chez l'adulte indépendamment du facteur de transcription Gli
(Renault MA et al, 2010); (Dohle E et al, 2010); (Chinchilla P et al, 2010). Ce dernier effet est
susceptible d'étre induit indirectement par la sécrétion de VEGF, d"angiopoiétine 1 et 2 par les
fibroblastes activés (Fujii T et Kuwano H, 2010). De plus ce facteur améliorerait la régénération des

cellules ostéoblastiques de la niche endostéale (Dohle E et al, 2010).
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OBJECTIFS

Lors d'une ICT, le syndrome aigu d'irradiation qui s'ensuit est caractéris¢ par une diminution
drastique des taux sanguins des différents éléments figurés du sang. Consécutivement a l'aplasie
médullaire radio-induite et hors greffe de CSH, 'organisme entame une reconstitution endogene a
partir des cellules souches et progéniteurs hématopoiétiques résiduels. Cependant toujours lors de
I'ICT, l'ensemble des cellules de la niche est touché, ce qui induit d'une part la mort par apoptose
des CSH et d'autre part une déstructuration de la vascularisation ainsi qu'une perte de la fonction de
soutien et de maintien de I'homéostasie assurée par les cellules du micro-environnement. Ces
derniers effets réduisent le potentiel de régénération du tissu hématopoiétique ainsi que les chances
de réussite d'une éventuelle prise de greffe thérapeutique.

Le premier objectif de notre étude a été 1'évaluation des effets des rayonnements ionisants
sur les différents progéniteurs des cellules de la niche hématopoiétique pour décrypter in vitro
I'évolution de cette niche a moyen terme post irradiation et proposer des stratégies de traitement du
SAI visant les cellules du micro-environnement dans sa globalité. Ce premier point a été réalisé
notamment par dénombrement des progéniteurs clonogeénes mésenchymateux et endothéliaux dans
différentes conditions d'irradiation y et d'oxygénation.

L'étude bibliographique nous a par la suite orientés sur le morphogene Sonic Hedgehog. En
effet, la voie de signalisation hedgehog serait un acteur majeur de I'hématopoiese adulte aussi bien
dans des conditions d'homéostasie que pathologiques. Il a été également décrit que Sonic
Hedhehog, induit 1'expansion des cellules hématopoiétiques pluripotentes humaines et permet un
repeuplement cellulaire chez les souris immunodéprimées. De plus, comme précisé précédemment,
Shh est impliqué dans la formation du réseau vasculaire embryonnaire et conserve une activité pro-
angiogénique chez l'adulte. Shh posseéderait donc un effet positif global sur la niche
hématopoiétique, tant sur les CSH que sur le micro-environnement. Nous avons donc décidé
d'utiliser cette protéine in vivo dans un protocole de traitement du SAI par thérapie cellulaire dans
un modéle de macaque irradié a 8 Gy par une source “Co y. L'objectif de ce travail est d'améliorer
la restauration hématopoiétique post-ICT dans ce modele, d'une part par un repeuplement cellulaire
de la niche a court terme mais aussi par une thérapie visant a améliorer la revascularisation du tissu

et la capacité de soutien du micro-environnement a long terme.
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En préalable de cette étude principale, d'autres objectifs ont di étre réalisés :

Le choix d'une source cellulaire pour la production d'un greffon de cellules manipulées

génétiquement de taille clinique.
La conception et la production en masse du vecteur codant la protéine d'intérét.

La vérification de l'activit¢ de Shh sur les CSH ainsi que sur la formation dune

néovascularisation ex vivo.
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Deuxiéme Partie

Etude Expérimentale
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1. Matériel et méthodes

.1 Evolution des composants cellulaires de la niche irradiée in

vitro.

1.1.1 Culture cellulaire.

CSM

Un prélevement de moelle d’un volume d’environ 5 mL a été réalisé au niveau de la créte
iliaque postérieure ou de la téte humérale d’un macaque. Ce prélévement a ét¢ mélangé volume a
volume avec de I'IMDM (Iscove's mimimum essential medium — Invitrogen Life Technologies)
supplémenté avec de I’héparine. Les globules rouges ont été éliminés par une lyse hypotonique, les
cellules ont été lavées en PBS et resuspendues en IMDM supplémenté avec 2% de SVF et 10mM
d’Hepes.

Les cellules nucléées ont été ensemencées dans des flasques de 150 cm? (Techno Plastic
Products) a une densité de 6000 cellules/cm?. Le milieu de culture utilisé est le Minimum Essential
Medium alpha (MEMao, GIBCO - Invitrogen Life Technologies) supplémenté avec 10% de sérum
de veau feetal (HyClone), 0,Img/mL de Pénicilline/Streptomycine (GIBCO - Invitrogen Life
Technologies) et 10pug/mL de cyprofloxacine (EUROMEDEX). Les cellules fusiformes adhérant
rapidement au plastique sont définies comme étant les cellules souches mésenchymateuses (CSM).

Les cellules nucléées ensemencées comme décrit précédemment on été cultivées dans un
incubateur a atmosphére humide a 37°C et une teneur en CO, de 4,5%. Les cellules ont été
maintenues en culture jusqu'a ce qu'elles aient effectué cinq doublements et parviennent a 90% de
confluence a la surface des flasques. Le milieu de culture a été remplacé une fois par semaine.

A confluence le milieu de culture a été aspiré puis le tapis cellulaire est lavé deux fois avec SmL de
PBS. Ensuite, 4mL de solution constituée d’'un mélange volume a volume de trypsine-EDTA et de
Versene (GIBCO - Invitrogen Life Technologies) ont été utilisés pour détacher les CSM du
plastique de culture. Les flasques ont été placées dans un incubateur a atmosphére humide a 37°C et
4,5% de CO, pendant 5 min. L’action de la trypsine a été inhibée par I’ajout de 4 mL de milieu de
culture contenant 10% de SVF. La suspension cellulaire a été transférée dans des tubes en

polypropyléne a fond conique. Le fond des flasques a été lavé deux fois avec 5 mL de PBS afin de
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récupérer la totalité des cellules. Les CSM ont été centrifugées a 300g pendant 10 minutes a
température ambiante puis comptées sur cellule de Malassez.
A chaque passage, I’ensemencement et le milieu de culture sont les mémes que ceux de

I’ensemencement initial.

.1.2 Etude de radiosensibilité.

1.1.2.1 CFU-F.

La radiosensibilité des CSM a ¢été évaluée par le dénombrement des colonies formées a
partir d’une cellule initiale. Les cellules ont été récoltées, comptées puis ensemencées a une densité
de 40 cellules/cm? dans onze flasques de 75cm? Les flasques sont ensuite irradiées dans un
irradiateur gamma “’Cs autoprotégé (IBL-637, CIS-BIO international, Saclay, France), a raison
d’une seule dose par flasque. Les doses s’échelonnent de 0 a 5Gy par palier de 0,5Gy.

Le milieu de culture a été remplacé 7 jours apres I’irradiation et les colonies ont été
marquées par ringage des flasques en PBS 1X puis par incubation des colonies dans une solution de
Cristal Violet pendant quelques secondes. Les boites de culture ont ensuite été rincées a l'eau du
robinet. Les colonies ont été évaluées apres 15 jours. Une colonie est considérée en tant que telle a
partir de 20 cellules. L’expérience a été réalisée en duplicate.

Cette expérience a été reproduite dans différentes conditions d'oxygénation de l'atmosphere

des incubateurs : 20%, 5% et 1%.

1.1.2.2 CFU-endothéliales.

La radiosensibilité des cellules souches endothéliales a été évaluée avec la méme technique
que celle utilisée pour les CSM. Les progéniteurs endothéliaux a forte capacité de prolifératon (>
100 doublements) issus de sang de cordon ombilical ou high proliferative potentential-endothelial
colony forming cell (HPP-ECFC) (Lonza, Bale) ont été¢ ensemencés a 40 cellules par cm? et
cultivées pendant la méme période dans le milieu EGM-2 ( Lonza, Bale). Ce milieu est supplémenté
avec différents facteurs comprenant des cytokines et des facteurs de croissance spécifiques pour la
prolifération des cellules endothéliales : EGF, hydrocortisone, VEGF, FGF-B, IGF-1, acide

ascorbique et héparine.

69



|.MATERIEL ET METHODES

1.1.3  Evaluation de la mort cellulaire post irradiation in vitro.

1.1.3.1 Evaluation de l'apoptose.
L'apoptose des CSM a ¢été¢ évaluée post-irradiation gamma a une dose de 2,5 Gy par
cytométrie en flux aprés marquage fluorescent des cellules apoptotiques par le test polycaspases.
Les caspases activées dans les cellules apoptotiques sont détectées par fluorescence a 1’aide
du kit « carboxyfluorescein FLICA apoptosis detection » (Immunochemistry Technologies, USA)
selon les recommandation du fabriquant. Cette technique utilise un réactif non toxique perméant
appelé « fluorochrome inhibitor of caspases » (FLICA) qui, une fois a I’intérieur des cellules, se lie

de facon covalente a un résidu cystéine des caspases activées.

1.1.3.2 Evaluation de la sénescence.

Dans un premier temps, les CSM ont été cultivées jusqu'a 90% de confluence dans des
flasques de culture de 25cm? dans les conditions décrites précédemment. Les cellules ont par la
suite été irradiées a 2,5Gy dans un irradiateur autoprotégé (IBL-637, CIS-BIO international, Saclay,
France)

Quarante-huit heures apres irradiation, la sénescence a été évaluée a l'aide du kit Senescence

B-Galactosidase Staining Kit (Cell Signaling) conformément au protocole élaboré par le fournisseur.

Pour chaque flasque dans les groupes témoins et les groupes irradiés, 10 champs ont été
¢évalués au microscope optique. Pour chacun des champs, les cellules positives pour le marquage -

galactosidase ont été dénombrées.

1.2 Elaboration de I'outil de thérapie génique : ASC manipulées

pour sécréter la protéine Sonic Hedhehog.

1.2.1 Insert codant la protéine recombinante Shh.

Pour 1'é¢tude de thérapie génique, I'isoforme N-terminale de Shh (Porter JA et al, 1995) a été
clonée dans le vecteur plasmidique pIRES-2-EGFP (Clonetech Laboratories, Mountain View,

70



|.MATERIEL ET METHODES

California). Pour évaluer 1'efficacité de la nucléofection et déterminer la taille du greffon ASC-Shh,

nous avons utilisé le géne rapporteur enhanced Green Flourescent Protein (eGFP).

L’insert utilis¢ dans notre manipulation a été réalisé¢ sur une séquence du géne SHH chez
I’humain (Gene ID : 6469) et plus particulierement sur la séquence de son ARN messager.

Afin de préserver l'activité de la protéine Shh sécrétée un codon “stop” a été introduit a la fin
du geéne cloné. Cette procédure évite la production d'une protéine de fusion avec I'eGFP. La
séquence des amorces a ¢été¢ dessinée a l'aide du logiciel MacVector (Accelrys, Sand Diego,
California) a partir de la séquence de référence NM_000193. Les amorces utilisées pour amplifier la

séquence clonée sont listées ci-dessous.

Amorces « long fragment » Produit
Nom Séquence Emplacement | longueur | Tm ] longueur | T°C hybridation | % G+C
[HSHH-CF1] | 5- GGGACAGCTCGGAAGTCATCAGT -3 [ 117-139 [ 23nt | 55.9

767 nt 60.1 61.0
[HSHH-CR2] 5'- GCGGTCCAGGAAAGTGAGGA -3' 883-864 | 20 nt 53.8
Amorces fragment final Product
[Nom Séquence Emplacement | longueur | Tm ] longueur | T°Chybridation | % G+C

[HSHH-CF1] | 5- GGGACAGCTCGGAAGTCATCAGT -3' | 117-139 | 23 nt | 55.9 633 1t 59.9 538
[HSHH-CRI1] [  5- GGAAGCAGCCTCCCGATTTG-3' 749-730 | 20nt | 55.9 " ' '

Hlustration 11: Amorces utilisées pour le clonage du gene humain Sonic Hedgehog.

|.2.2 Réaction de polymérisation en chaine (RT-PCR).

Les amorces ont ét¢ dessinées lors d’une étude précédente a 1’aide du logiciel MacVector en

respectant les parameétres suivants :
* Taille des amorces de 18 a 25 nucléotides,
* Taille du produit compris entre 80 et 120 nucléotides (pour les PCR de dosages)
* Pourcentage de GC des amorces compris entre 47 et 53%
* Tm de produits compris entre 55 et 80°C

* Différence de température d’ Annealing inférieure a 2°C

Le principe du « design » est basé sur la réalisation d’une séquence consensus des séquences

trouvées sur les banques de données.
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L'obtention de la séquence codante utilisée N-terminale du gene Shh dans notre étude a
nécessité plusieurs étapes.

Dans un premier temps les ARNm codant la protéine Shh présents dans des cellules issues
de cancers colorectal ont été extraits a partir des lignées cellulaires IEC et HT-29.

Puis ces ARNm ont ensuite été convertis en ADNc par une réaction de transcription inverse.

La réaction a été effectuée avec le kit Euroscript RT® (Eurogentec, Liége). L'ARN a été
mélangé avec le mix réactionnel composé de tampon de réaction (1X), MgCl, a 5 mM, une solution
de dNTP a 0,5 mM, des amorces Oligo dT a 0,06 uM, 4 Unités d'inhibiteur de RNase et 12,5 Unités
de transcriptase inverse Euroscript RT®. Les échantillons ont été incubés au bain-marie et sur bloc

thermique selon le cycle suivant : 10 min a 25°C, 30 min a 48°C et 5 min a 95°C.

Enfin, une PCR semi-nichée en deux étapes a pu étre réalisée a partir de ces ADN
complémentaires. Le principe de la PCR semi-nichée est d'amplifier un premier fragment d'ADN
que l'on utilisera pour effectuer la seconde PCR.

Le premier fragment ou « long fragment » est issu de la polymérisation effectuée avec un
couple d'amorce dont le produit est plus grand que le fragment final. Cette technique permet
d'obtenir une meilleure spécificité de la PCR quant au produit obtenu. Les deux PCR, F1/R2 et
F1/R1, ont été réalisées dans les mémes conditions dans un thermocycleur classique a l'aide du Kit
KOD-HOT start DNA pol (TaKaRa). Le mix de réaction est composé de Tampon de PCR 1X, ImM
de MgS0O4, 0,4uM d'amorce sens, 0,4uM d'amorce antisens, 200uM de mix de dNTP, 1 Unité de
KOD-HOT start DNA polymérase, 200ng de matrice ADN et de l'eau a une quantité suffisante pour
S50uL.

1.2.3 Plasmides.

Plusieurs vecteurs plasmidiques ont été utilisés dans cette étude. Le premier vecteur a été le
pDRIVE (Qiagen). Ce plasmide navette nous a permis de réaliser deux étapes :

L'addition d'adénine sur la partie 3' de l'insert SHH pour que la séquence transcrite du
plasmide puisse étre reconnue comme un ARNm par les ribosomes des cellules eucaryotes grace a

sa queue poly- A.
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Le pDRIVE possede son site multiple de clonage (multiple clonage site ou MCS) au sein du
gene LacZ codant pour la SA-B-Galactosidase qui permet la sélection blanc/bleu des colonies
bactériennes ayant intégré un plasmide contenant notre insert. Briévement, les colonies sont
cultivées sur un gel d'agar nutritif contenant un antibiotique a 10mg/mL, ici de I'ampicilline. Cette
premiere sélection permet de sélectionner les bactéries ayant intégré le plasmide. Pour sélectionner
les bactéries ayant intégré le plasmide contenant l'insert il faut incuber ces bactéries en présence de
X-Gal. Les bactéries possédant un geéne de la SA-B-Galactosidase fonctionnel issu du plasmide vide
développeront alors une réaction colorée bleue alors que les cellules qui contiennent le plasmide
avec l'insert resteront blanches. La transformation de ce plasmide a été effectuée dans des bactéries

compétentes DH5aT1 ne pouvant pas réaliser I'a-complémentation de maniere endogene.

T7 promoter
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Ilustration 12: Carte du plasmide commercial pDRIVE.

Une fois ce premier clonage réalisé, un sous-clonage dans le plasmide final a pu étre
effectué.

La base du vecteur utilis¢é pour 1'étude de thérapie génique est le pIRES2-eGFP (BD
Biosciences Clontech, San José — Californie). Ce plasmide est un vecteur a ADN bicistronique. En
effet le géne codant 1'eGFP est contr6lé par un promoteur faible de type IRES et, dans la suite de la

séquence, le géne introduit dans le site multiple de clonage (MCS) est, lui, sous la gouvernance d'un
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promoteur constitutif. Ce systéme permet la co-expression du géne rapporteur et du géne d'intérét
sans avoir recours a une protéine de fusion qui pourrait compromettre l'activité biologique de la

protéine issue de I'expression du gene d'intérét.

MCS
(591-666)

pUC Pemv i€

' ori
HSV TK
poly A IRES

pIRES2-EGFP
53 kb EGFP

SV40 ori SV40

oly A
P Sv40), f1 POy

P ori

591 601 611 621 631 641 651 661

GCTAGCGCTACCGGACTCAGATCTCGAGCTCAAGCTTCGAATTCTGCAGTCGACGGTACCGCGGGCCCGGGATCC. . IRES

Nhel Ecoa7 I Bglll Xnol N\ Hindlll  EcoR|I Pstl Sall  Kpnl Apal ‘ BamH |
Sacl Accl Aspl81 | Bsp1201
Eci136 11 Sacll Xmal
Small

Hlustration 13: Carte du plasmide commercial pIRES2-eGFP et séquence dusite multiple de
clonage..

.2.4 Digestions enzymatiques et réactions de ligation.

Les réactions de digestion enzymatique des plasmides et des produits de PCR ont été
réalisées avec les enzymes de restriction issues de la gamme Sigma-Aldrich. Lorsque les différentes
enzymes ont été compatibles avec un méme tampon de réaction, une double digestion a pu étre
effectuée. La réaction proprement dite a été effectuée par incubation du « mix » contenant le
tampon de digestion, I’enzyme de restriction et le produit pendant 1 heure 30 dans un bain-marie a

37°C.
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1.2.5 Transformation des plasmides dans les bactéries compétentes.

Les bactéries compétentes DHSaT1 ont été transformées de la maniére suivante:

Les cellules ont été incubées 20 minutes sur de la glace puis 40 secondes dans un bain-marie
a 42°C en présence de 0,5uL de plasmide. Le mélange a ensuite été¢ rapidement refroidi avec de la
glace et 350 uL de milieu SOC ont été ajoutés. Les bactéries ont été incubées 1h a 37°C avant d'étre
¢talées sur des boites de Pétri de 10 cm de diamétre contenant du milieu semi-solde LB AGAR.

L'antibiotique de sélection plasmidique (Kanamycine pour le pIRES-2-eGFP et Ampicilline
pour le pDRIVE; la solution mére d'antibiotique est a une concentration 1000X soit 10mg/mL) est

ajouté au moment ou le milieu semi-solide est coulé dans les boites.

1.2.6  Electrophorése.

A chaque étape du clonage, I'insert Shh a été purifié par migration sur gel d'électrophorese.

Pour les PCR de détection, les fragments issus des digestions enzymatiques ont été chargés
dans les puits d’un gel d’agarose a 2% en tris-borate EDTA (TBE Sigma-Aldrich). La migration a
été réalisée a 100 Volts pendant une heure en présence de SybrSafe. Cet intercalant permet la
détection des bandes d'acides nucléiques avec de la lumiére bleue et non des UV. En effet les UV

pourraient altérer la séquence nucléotidique de I'insert.
Pour les étapes de clonage un gel d'agarose Low Melting (NuSieve) a 2% a été utilisé. Cet

agarose particulier permet de récupérer les bandes d'acides nucléiques apres la migration et de les

purifier.

1.2.7 Minipreps et extraction des acides nucléiques.

L'extraction des acides nucléiques issus de la migration sur gel Low Melting a été réalisée a
l'aide d'un protocole de phénol/chloroforme.
Dans un premier temps, la bande d'acides nucléiques d'intérét a été découpée et introduite

dans un tube Eppendorf® contenant environ 100uL d'eau ultra-pure. Le tube a été incubé dans un

75



|.MATERIEL ET METHODES

bain-marie a 56°C pour faire fondre la bande de gel.

Une fois le gel fondu, 1 volume de phénol a pH 7 (Aquaphenol, Appligene) et 0,2 volume de
chloroforme ont été ajoutés au mélange puis le tube a été centrifugé 15 minutes a 14.000 tours par
minute. La phase aqueuse a été récupérée et un volume égal de chloroforme lui a été additionné.

Apres une nouvelle phase de centrifugation 15 minutes a 14.000 tours par minute, la phase
aqueuse est a nouveau récupérée. Dans ce nouveau tube, 0,1 volume d'acétate de sodium pH 7, 1uL
de glycogene et 2,5 volumes d'éthanol absolu ont été ajoutés.

Les acides nucléiques ont été précipités 2h a -20°C.

Le tube a été centrifugé et le culot d'acides nucléiques a été lavé avec 1 mL d'éthanol a 70%.
Aprés une derniére centrifugation, le surnageant a été éliminé et le culot mis a sécher quelques
minutes a température ambiante.

Enfin, le culot a ¢été dissout dans 20 uL d'eau ultra-pure et dosé¢ a l'aide dun
spectrophotométre (NanoDrop).

Les cultures bactériennes ayant servi a produire le plasmide codant Shh ont été effectuées en
suivant le protocole de I'Endofree Plasmid Maxi Kit (Qiagen) en suivant le protocole fourni par le

fournisseur (http:/www.qiagen.com). Le pIRES-2-eGFP comprenant une cassette de résistance a la

Kanamycine, c'est cet antibiotique qui a permis la sélection bactérienne dans les minipreps.
L'utilisation d'un kit Endofree® (exempt d'endotoxines) a été nécessaire afin de ne pas

affecter négativement la culture des ASC transfectées avec des endotoxines bactériennes.
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EndoFree Plasmid Kits
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Illustration 14: Protocole

d'extraction de plasmide a partir de

culture bactérienne.
(http://www.qiagen.com)
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1.2.8 Protocole de séparation des ASC.

Le tissu adipeux prélevé chirurgicalement en région sous-cutanée sur des porcs charcutiers a
¢été dilacéré manuellement au scalpel dans une boite de Pétri. Le tissu a ensuite ét¢ digéré dans une
solution de collagénase de type II (Worthington — Biochemical Corporation) a une concentration de
2mg.mL" diluée dans du Hank’s Buffered Salt Solution contenant les ions divalents Ca*" et Mg**
(GIBCO - Invitrogen Life Technologies) pendant 1 heure en agitation a 37°C. L’homogénat obtenu
a été centrifugé a 400g a +4°C pendant 10 minutes. Le surnageant contenant les adipocytes et les
déchets fibreux a ¢été aspiré et le culot cellulaire contenant la fraction stromale vasculaire ou SVF
est resuspendu dans une solution de lyse hypotonique des globules rouges, composée de KCI. La
suspension cellulaire a été filtrée sur un tamis cellulaire (BD Falcon) de maillage 100 um puis
centrifugée a 400g a +4°C pendant 10 minutes. Le surnageant a été aspiré puis le culot cellulaire a
été lavé par 1’ajout d’une solution de Phosphate Buffered Saline (PBS). Aprés centrifugation selon
le protocole précédent, les cellules ont été comptées sous un microscope optique a I’aide d’une

cellule de Malassez.

[ ———_——_—§— 1

Ol layer
Mature adipocytes —

Aqueous layar

Stromal vascular fraction (SVF)

Freshly isolated Cells that adhere to the
SVF cells can be cultura plate are called tha
plated In culture adipose stem cell (ASC) population

[
Hlustration 15: Séparation des ASC issue de la fraction stromale vasculaire du tissu

adipeux (Brayfield C et al, 2010).
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1.2.9 Vérification du phénotype des ASCs.

1.2.9.1 Cytométrie en flux
Entre les passages trois a huit (P3 a P8), les cellules ont été considérées comme les ASC et
les cultures n'ont pas été prolongées afin d'éviter la survenue de la sénescence (perte du phénotype
en forme de fuseau). Les ASC ont été caractérisées par cytométrie en flux (BD LSRII, BD
Biosciences, Pont de Claix, France) aprés marquage par des anticorps monoclonaux spécifiques des
antigénes CD90, CD44 conjugués a la phycoérythrine (PE) et CD31, CD45 (2A5 clone; BD

Biosciences) conjugués avec l'isothiocyanate de fluorescéine (FITC).

1.2.9.2 Différenciation adipogénique.

Toute la manipulation a été effectuée a température ambiante.

Les cellules ont été cultivées dans un 6-well Greiner Bio-One en emballage individuel (traité
culture) jusqu'a confluence dans du milieu MEM-a a 10% SVF; I’ensemencement initial a été de
30000 cellules par puits.

Le milieu de différenciation utilisé a ét¢ le DMEM (Cambrex) additionné de 1 mM de
dexamethasone, 1 mM d’indométhacine (RBI), 10pg/mL d’insuline de porc et 10% de SVF. Ce
dernier a été changé deux fois par semaine pendant trois semaines.

A chaque changement de milieu le milieu pro-différenciant a été alterné avec le milieu de
maintien composé seulement de DMEM supplémenté avecl0pg/mL d’insuline de porc et 10% de
SVF.

Par la suite, les puits ont été lavés une fois en PBS 1X. Puis les cellules ont été fixées
pendant 15 minutes avec 1 mL de solution de formalin a 10%. La solution précédente a été aspirée
et les puits rincés a 1’eau dé ionisée pendant 45 secondes. Les cellules ont été incubées avec 1 mL
de solution a 0,18% Oil Red O (soit 18mg de poudre dans 10 mL d’une solution a 50% DMSO)
pendant 5 minutes. La solution précédente a été retirée et les puits rincés a 1’eau dé ionisée pendant
2 minutes.

Enfin, les cellules ont été incubées avec 1 mL de la solution Mayer’s Hematoxylin pendant
10 minutes pour la contre coloration des noyaux. Les puits ont été rincés a 1I’eau du robinet pendant

2 minutes.
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1.2.9.3 Différenciation ostéogénique.

Les cellules ont été cultivées dans un 6-well Greiner Bio-One en emballage individuel (traité
culture) jusqu'a confluence dans du milieu MEM-a a 10% SVF; I’ensemencement initial a été de
30000 cellules par puits.

Le milieu de différenciation a été ¢laboré comme suit : Le milieu OBM (Cambrex) a été
additionné¢ de 100 nM de dexaméthasone, 10 mM de B-Glycérophosphate (Merck), 0,2 mM

d’ascorbate et 10% de SVF. Le milieu a été changé deux fois par semaine pendant deux semaines.

Nous avons utilisé le kit Leukocyte Alkaline phosphatase kit 85L-3R (Sigma-Aldrich) pour
révéler la différenciation.

Dans un premier temps la solution de citrate de travail a été préparée : Dans une flasque de
75c¢cm? TPP, 2 mL de la solution de citrate concentrée (Citrate Concentrate solution) ont été dilués
dans 100 mL d’eau dé ionisée.

Puis, la solution de fixation a été préparée : dans un tube en polypropyléne 2 volumes de la
solution de citrate de travail ont été dilués dans 3 volumes d’acétone. (par exemple 4 mL de Citrate
et 6 mL d’Acétone).

La solution de sel de diazonium a été élaborée comme suit : dans un tube en polypropylene
de 50 mL, une capsule de Fast Violet B a été dissoute dans 48 mL d’eau déionisée puis 2 mL de
solution Naphthol AS-MX Phosphatase Alkaline ont été ajoutés. La solution a alors présenté une

couleur jaune.

Les cellules ont été fixées pendant 30 secondes avec 1 mL de solution de fixation par puits.
Par la suite, les cellules ont ét¢ incubées pendant 30 minutes avec la solution de sel de diazonium a
I’abri de la lumiere. Une derniere incubation des cellules a été effectuée avec 1 mL de la solution
Mayer’s Hematoxylin pendant 10 minutes pour la contre coloration des noyaux.

Les puits ont finalement été rincés a I’eau du robinet pendant 2 minutes.

1.2.9.4 Différenciation chondrogénique.
Pour 1'étude de la différenciation chondrogénique les cellules ont été cultivés comme
précédemment (Cf : 1.1.1) puis ont été cultivées deux semaines avec le milieu spécifique CDM

(Chondrogenic Differentiation Medium, Lonza, Béle).
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La révélation a été effectuée en fixant les cellules avec une solution de formalin a 10%

suivie d'une incubation avec une solution de Safranine O diluée dans du DMSO.

1.2.10 Transfection des ASC.

Les ASC sont récupérées par le protocole décrit dans la section culture. Aprées leur décompte
la suspension cellulaire est répartie dans des tubes Eppendorf® coniques de 1,5 mL a raison de 10
millions de cellules par tube. Les tubes sont centrifugés a 200 g pendant 10 minutes a température
ambiante.

Le surnageant est aspir¢ et le culot cellulaire est trait¢é avec le kit Human MSC
(Mesenchymal Stem cell) Nucleofector® (AMAXA Biosystems, Lonza - Bale) suivant le protocole
du fournisseur.

Le culot est resuspendu dans 100 pL de Human MSC Nucleofector Solution puis transféré
dans la cuvette d’¢lectroporation. Cinq pg de plasmide pIRES2-eGFP-SHH sont ajoutés a la
solution, la manipulation ne devant pas prendre plus de 15 minutes a partir de la resuspension dans
les 100 pL de solution.

Les cuvettes sont successivement introduites dans le NUCLEOFECTOR II™ (AMAXA
Biosystems, Lonza - Bale) et traitées avec le programme U-23 (haute efficacité).

Apres 1’électroporation, le contenu de chaque cuvette est réparti dans deux flasques de
culture de 150 cm? contenant 25 mL de milieu de culture a 37°C. Les flasques sont placées dans un
incubateur a atmosphére humide a 37°C et 4,5% de CO..

Le protocole détaillé est disponible sur le site du fournisseur a 1’adresse

https://www.lonzabio.com/fileadmin/groups/marketing/Downloads/Protocols/Generated/Optimized
_Protocol_90.pdf.

.2.11 Efficacité de transfection et vérification de I'expression du

plasmide.

La détection des cellules transfectées se fait par I’intermédiaire de la détection de

I’expression du geéne rapporteur de la GFP.
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1.2.11.1 Cytométrie en flux.

Les cellules ont été récoltées et comptées comme décrit précédemment. Apres centrifugation
10 minutes a 400 g et 4°C, 50.000 ASC sont reprises dans 300uL de PBS. Le tube est bri¢vement
vortex¢é. L’analyse des cellules a été effectuée dans un cytometre de flux BD™ LSR II (BD
Biosciences, San José — Californie). Les réglages du Forward Scatter et du Side Scatter sont de 300
Volts et 450 Volts respectivement. La GFP est détectée dans le canal du FITC.

L’acquisition des données a été effectuée avec le logiciel BD FACS Diva 6.0 (BD
Biosciences, San Jos¢ — Californie). La mesure de 1’efficacité de transfection découle de ’analyse

des cytogrammes réalisée a I’aide du logiciel FlowJo (Tree Star, inc — Oregon).

1.2.11.2 Microscopie a épifluorescence.

Les flasques de culture sont observées et photographiées sur un microscope a

¢épifluorescence (Olympus, Shinjuku, Japon).

1.2.11.3  Western Blot.

La capacité de sécrétion des cellules greffées a été controlée in vitro en utilisant la technique
de Western blot a partir de lysat et de milieu conditionné d'ASC en culture. Les protéines issues des
cellules transfectées ou non transfectées ont été séparées sur un gel a gradient de Tris-glycine
(4- 20%) (Invitrogen, Cergy Pontoise, France), puis transférées sur une membrane PVDF
(Invitrogen, Cergy Pontoise, France). Les membranes ont été marquées avec un anticorps de chevre
polyclonal SHH anti-Shh humain dilu¢ au 1/1000 (SantaCruz biotechnologie, Heildelberg,
Allemagne) dans du TBS-Tween et lait a 5%, suivi de l'incubation d'un anticorps secondaire
conjugué a la peroxydase, dilué¢ au 1/5000 (SantaCruz biotechnologie, Heildelberg, Allemagne). La
révélation a été effectuée avec le westfemto SuperSignal ECL (Pierce, Rockford, IL, USA).
L'intensité de la bande a ét¢ déterminée par densitométrie (Genegnome, Syngene, Cambridge,

Royaume-Uni).
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.3 Contréles de I'activité biologique de I'outil de thérapie

génique ASC-Shh in vitro et in vivo.

1.3.1 Action des ASC transfectées sur des CSH irradiées a 2,5Gy

1.3.1.1 Cocultures.

Différents lots de cellules CD34 * humaines (Poiétics®, Lonza, Levallois-Perret, France) ont
été irradiées in vitro (2,5 Gy gamma, source *’Cs, 1,5 Gy / mn), puis rapidement mis en culture sur
des monocouches confluentes d'ASC ou d'ASC transfectées avec le plasmide codant Shh (ASC-
Shh). Cette dose homogeéne induit la mort cellulaire de 95% des cellules souches et progéniteurs
hématopoiétiques et imite le préjudice subi par les zones sous-exposées de la moelle osseuse apres
une ICT unilatérale dans la fourchette de dose allant de 8 a 10 Gy (Drouet al, 2005). Les cultures
ont ét¢ effectuées en utilisant le milieu StemSpan ™ H3000 (StemCell Technologies, Meylan,
France) auquel a été ajoutée la combinaison de référence du Stem Cell Factor + FLT-3 ligand +
thrombopoiétine + interleukine-3 (SFT3; 50 ng/mL).

Dix jours apres irradiation, les cellules ont été récoltées; le traitement a la trypsine a permis
de décrocher des grappes CD34" adhérentes a la monocouche d'ASC. Toutes les cellules récupérées
ont par la suite été cultivées pendant un heure dans le milieu spécifique des ASC afin d'exclure les

cellules non hématopoiétiques adhérentes au plastique de culture.

1.3.1.2 Cytométrie en flux.

Pour I'analyse par cytométrie en flux, les cellules ont été marquées avec des anticorps anti-
CD34 (anticorps monoclonal conjugué PE , BD Biosciences, Pont de Claix, France clone 563), anti-
CD90 (anticorps monoclonal conjugué allophycocyanine, BD Biosciences, Pont de Claix, France,
clone DO58-1283), anti-CD45 (anticorps monoclonal conjugué APC, BD Biosciences, Pont de
Claix, France, 5E10 clone), anti-CD41 (anticorps monoclonal conjugué¢ FITC, BD Biosciences,
Pont de Claix, France, clone L138) et CDI13 (anticorps monoclonal conjugué phycoérythrine
cyanine 7, Beckman Coulter, Marseille, France, P2 clone).

L'analyse des données a été réalisée en utilisant le logiciel FlowJo (Threestar, Ashland,

Oregon).
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.3.2 Quantification de I'hémoglobine dans des explants de Matrigel™

implantés a des souris NOD-SCID.

1.3.2.1 Animaux.

Les souris NOD-SCID B2” - ont été acquises auprés du Dr F. Blanquet (plateau de haute
technologie animale, Institut Jean-Roget, Université Joseph Fourier, Grenoble).
20 souris ont été utilisées. La manipulation a été effectuée sous PSM en anesthésie gazeuse

(isofluorane).

1.3.2.2 Composition des implants.

Quatre types d’implants (400uL de matrice par implant) ont été réalisés:

Cing implants avec du Matrigel™ (BD Biosciences, USA) « classique » permettant une
vascularisation importante a lui seul dans lequel ont été injectés 2 millions d’ASC de porc
charcutier non transfectées.

Cinq implants avec du Matrigel™ « classique » permettant une vascularisation importante a
lui seul dans lequel ont été injectés 2 millions d’ASC de porc charcutier transfectées avec le
plasmide codant pour Shh.

Cinq implants avec du Matrigel™

«growth factor reduced » ne permettant pas une
vascularisation importante a lui seul dans lequel ont été injectés 2 millions d’ASC de porc
charcutier non transfectées.

Cinq implants avec du Matrigel™

«growth factor reduced» ne permettant pas une
vascularisation importante a lui seul dans lequel ont été injectés 2 millions d’ASC de porc
charcutier transfectées avec le plasmide codant Shh.

Le volume de matrice injecté est de 400 pL.

1.3.2.3 Traitement des implants.
Une semaine post-implantation, le Matrigel™ a été récupéré dans 1 mL de solution de
Drabkin (20 mg de potassium ferricyanide, 5 mg de potassium cyanide, et 100 mg de bicarbonate de
sodium dans 100 mL d'eau). Les implants ont été ensuite homogénéisés au potter mécanique. La

solution obtenue a été centrifugée a 10000 g pendant 20 minutes et le surnageant a été repris dans
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un tube neuf pour I’analyse spectrophotométrique.

1.3.2.4 Spectrophotométrie.

Les échantillons ont été analysés sur un lecteur de plaques BioTek EL80S8. Préalablement a
la mesure, une gamme a di étre réalisée a partir d’un échantillon dont la quantité d’hémoglobine est

connue (réactifs HITACHI- ABX). La lecture de la DO de I’hémoglobine a été effectuée a 540 nm.

1.3.3  Vérification de la capacité de homing des ASCs par greffe de

cellules infectées avec un lentivirus codant un géne rapporteur.

1.3.3.1 Prétraitement des animaux
Afin de permettre une prise de greffe efficace, les macaques ont di subir un prétraitement

my¢loablatif. Pour cela, les singes ont recu une chimiothérapie au cyclophosphamide

(ENDOXAN®).

1.3.3.2 Infection virale.

Pour le suivi in vivo de cellules, nous avons utilisé une stratégie d'infection lentivirale. Les
ASC ont été infectées en utilisant un vecteur lentiviral pgk-GFP : rHIV-PPT-PGK-GFP-WPRE
[VSVG] fournis par Généthon (France). L'infection a été réalisée dans un laboratoire L2. Cinq pL
de virus pour 1 x 10° ASC ont été utilisés dans cette expérimentation. Les cellules ont été
ensemencées dans des flasques de culture de 150 cm? (Techno Plastic Products, Trasadingen,
Suisse) puis cultivées jusqu'a confluence dans du milieu MEMa (Invitrogen Life Technologies,
Carlsbad, Nouveau-Mexique) complété avec 10% de sérum de veau feetal (partie HyClone de
Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts) a 37 © C dans l'air avec 5% de CO..

Les 24 premicres heures de culture ont été effectuées dans le laboratoire L2. Ce délai

correspond au temps d'absorption du virus par les cellules.

1.3.3.3 Suivi ex vivo.

La moelle du macacaque traité au cyclophosphamide a été prélevée au niveau de I'humérus
et de la créte iliaque postérieure trois jours et quinze jours apres la greffe intra-osseuse des ASC

infectées. La moelle totale a été mise en culture dans les conditions décrites précédemment pour les
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ASC et les CSM. Huit jours aprés la mise en culture, les colonies fluorescentes ont été dénombrées

au microscope a épiflorescence (Olympus, Shinjuku, Japan)

1.4 Utilisation des ASC transfectées pour I'amélioration de la

reconstitution hématopoiétique post-ICT.

1.4.1 Modéle de primate non humain.

Le modele animal utilis¢ dans cette expérimentation a ét¢ le macaque rhésus et cynomolgus
(Macaca mulatta et Macaca fascicularis). La taille inférieure de cet animal par rapport a 'Homme a
permis une facilitation du développement d'un greffon de taille clinique.

Les macaques males adultes (Macaca fascicularis et mulatta, illustrations 16 et 17) pesant
7,8 + 0,4 kg (n=13) utilisés dans nos expériences proviennent de I'animalerie accréditée de I'lRBA-
CRSSA. Les animaux ont été stabulés dans des cages individuelles dans des pieces en dépression a
23°C et 60% d'humidité relative. Les primates ont été nourris ad libitum sauf le matin précédant
leur anesthésie. Les expériences et les soins ont été approuvés par le comité d'éthique pour
l'expérimentation animale du CRSSA en accord avec les lois et réglementations européennes. Les
différents types de prélévements ont été effectués sous anesthésie générale a la kétamine (Imalgene,
Merial, Lyon, France; 10 mg/kg intramusculaire). Les singes traités ont tous été des macaques
rhésus. Les animaux contrdles ont présenté une forte 1étalité a cette dose (2 sur 3) ce qui nous a
amengs a intégrer des macaques cynomolgus pour compléter cette branche expérimentale et pouvoir
réaliser une analyse statistique tout en respectant les contraintes éthiques.

Pour 1'étude des clonogenes, la moelle osseuse des animaux a été prélevée avant irradiation,
1 jour apres, 42 jours aprés et >180 jours apres. A chaque date le prélévement a été effectué sur
deux sites, la téte humérale et la créte iliaque postérieure. Pour les singes traités avec un greffon de
cellules manipulées un prélévement supplémentaire a été effectué a J42 et J180 au niveau de la téte

humérale non greffée.
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utratlo 16 Mdcaque rhésus. (Macaca - Ilustration 17: Macaqu cynomolgus '
mulatta) (Macaca fascicularis)
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1.4.2 Greffe des ASC-Shh.

Les singes (n = 11) ont été placés dans une chaise de contention et ont subi une ICT par
irradiation unilatérale avec une source de rayons gamma du “’Co a une dose médiane de 8 Gy
(mesurée dans l'air au niveau de la créte iliaque antérieure) et un débit de dose de 10 cGy / minute.
La dosimétrie a été réalisée a l'aide d'une chambre d'ionisation de 0,3 cm® et de dosimétres
thermoluminescents a alumine. Pour 1'étude thérapeutique, Les ASC ont été injectées dans un
humérus seul deux jours apres 1'irradiation tandis que les contrdles irradiés n'ont re¢u que du PBS.

Les singes ont regu des quantités de cellules manipulées de 3 + 0,38 x10° ASC-shh / kg
(fourchette de 2,05 a 3,74).

Singes Nombre de cellules  Cellules greffées aprés transfection et 4 jours
transfectées de culture
ASC ASC dont: ASC-Shh
x10%kg
1065 7,14 8,1 3,74
14295 7 4,9 3,45
62429 5,5 2,84 2,7
14166 52 5,8 2,05
Moyennes = EType 541 +£2,18 2,99+ 0,76

Tableau 7: Récapitulatif des greffes.

Le groupe controle recevant des ASC transfectées par un plasmide ne codant aucune

protéine active est actuellement en cours d'évaluation.
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1.4.3  Suivi des taux sanguins des différents éléments figurés.

La numération-formule (CBC) a été effectuée sur un analyseur Pentra 120 (ABX,
Montpellier, France) et en utilisant une coloration May-Grunwald (Sigma, Saint-Qentin Fallavier,
France) sur des lames de verre. Les durées de neutropénie, thrombocytopénie, lymphopénie et
d'anémie ont été définies respectivement lorsque ' ANC (Absolute Neutrophil Count), le nombre de
plaquettes, la numération des lymphocytes et la quantité d'hémoglobine ont été 0,5 x 10° / L,
20x 10°/L, 1 x 10°/ L, et moins de 10g / L. A court et moyen termes la reconstitution a été estimée

a partir de 1'aire sous la courbe (AUC) des numérations du jour 0 au jour 30 ainsi que 90 post ICT.

1.4.4 Analyse des CFU-hématopoiétiques.

La moelle osseuse a été aspirée au niveau de la créte iliaque postérieure et de I'humérus
avant ICT (taux de base [BL]) puis le 42° jour et les jours au-dela de 180 post ICT. Les cellules de
faible densité (1,070g/cm®) ont été séparées par la technique Ficoll et mises en culture pour
| 'analyse des CFU. Ces cellules ont été cultivées dans un milieu contenant de la méthylcellulose
(MethoCult H4435 pour les CFU-GM, BFU-E, et CFU-GEMM) ou sur un « coating » a base de
collagene pour les CFU-MK (CFU-MK; MegaCult-C, StemCell Technologies, Meylan, France).

Aprées 14 jours de culture, les colonies ont ét¢ dénombrées et le nombre absolu de chaque

type de CFU pour 1 x 10° cellules mononucléées a été déterminé.

1.4.5  Suivi clinique des animaux.

I1 a été établi précédemment dans ce modele que la greffe de CSM non manipulées n'avait
pas d'effet thérapeutique sur la restauration hématopoiétique.

Pour des raisons éthiques, tous les animaux ont donc été transfusés avec du sang frais entier
irradié a une dose de 20 Gy (**’Cs source) lorsque la numération plaquettaire était de moins de 20 x
10° / L ou I'hématocrite inférieur a 20% en présence de symptomes cliniques (pétéchies, épistaxis).
De I'ampicilline (50 mg / kg / jour) et de la gentamycine (1,5 mg / kg / jour) ont été administrés au
cours de la neutropénie (polynucléaires neutrophiles [ANC] <0,5 x 10° / L) et la céfalexine (1 mg /

kg / jour pendant 3 jours) pendant des périodes fébriles prolongées, supérieures a 39 ° C.
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.5 Analyses statistiques.

Les résultats sont exprimés en moyenne + écart type. Pour les études in vivo et in vitro le test
non paramétrique U de Mann et Whitney a été utilisé.
Pour le dosage de I'hémoglobine dans les implants de Matrigel ™ nous avons utilisé le test

non paramétrique de Wilcoxon, les résultats sont exprimés en moyenne + SEM.

il. Résultats et discussion.

1.1 Evolution de la niche irradiée in vitro

II.1.1 Etudes de radiosensibilité.

1.1.1.1 Cellules endothéliales.

L'analyse des CFU-endothéliales révele une courbe de radiosensibilité non linéaire en
fonction de la dose de radiations regue. De plus la radiosensibilité de ces cellules varie en fonction
des conditions d'hypoxie. Afin de comparer les courbes entre elles nous avons mesuré la D, de
chaque groupe. Cette valeur est une constante qui définit les pentes des courbes de survie et qui
correspond a la dose 1étale a 63% (aussi appelée D-37 ou dose de survie a 37%).

La D, observée pour les cellules cultivées a 20% O, est de 1,98 Gy, celle des cellules
cultivées a 5% O, est de 0,93 Gy et celle des cellules cultivées a 1% O, est de 0,73 Gy. La
diminution de la concentration en oxygéne dans le milieu augmente donc la radiosensibilité¢ des

HPP-ECFC en culture.

La radiosensibilit¢ des cellules endothéliales est donc supérieure dans les conditions
d'hypoxie sévére par rapport a la normoxie. Ce résultat implique que les cellules endothéliales
présentes au niveau de la niche vasculaire, une zone de l'organisme relativement hypoxique avec

environ 8% d'O,, sont les cellules du micro-environnement hématopoiétique les plus susceptibles
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d'étre touchées par l'irradiation qui induit une dégradation rapide de la vascularisation et donc de
l'apport en oxygene vers les tissus (Daldrup HE et al, 1999).

Les cellules endothéliales sont essentielles pour la revascularisation de la niche aprés un
dommage, pour organiser une reconstitution de 1'hématopoi¢se d'un individu irradié. L'utilisation
d'une stratégie de thérapie cellulaire visant a stimuler la revascularisation dans les zones 1ésées est

donc ici justifiée.

Illustration 18: CFU-endothéliale  observée au
microscope optique inversé (x40). Marquage au cristal
violet.

Les progéniteurs endothéliaux sont donc séveérement affectés lors d'une ICT et sont
cependant indispensables a une régénération efficace de I'hématopoiése. En effet, il a été démontré
récemment que la greffe de ces cellules permet une régénération plus rapide de I'hématopoicse in
vivo. Cet effet serait dii a plusieurs facteurs liés a la repopulation cellulaire de la niche vasculaire.

Le premier est la revascularisation du tissu permettant l'apport des nutriments et de
I'oxygeéne nécessaire aux fonctions cellulaires (Salter AB et al, 2009), mais les EPC sont également
nécessaires car elles activent la voie de signalisation du VEGFR2 (Hooper AT et al, 2009). Cette
voie est trés importante dans la reconstitution autologue de l'hématopoicse ainsi que dans la

capacité de prise de greffe des CSH dans le cas d'une greffe allogénique thérapeutique.
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Proportion de CFU

0,01

0,0001

Radiosensibilitée des HPP-ECFC en fonction de la
proportion d'oxygéne.

Dose (Gy)

0,1
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0.001 — e-'l.STEEI!:

Hlustration 19: Courbes de radiosensibilité des HPP-ECFC en fonction de la concentration
en oxygene lors de la culture. En jaune 20% O-, bleu 5% et vert 1% (n=3).

11.11.1.2 csm.

L'analyse des CFU-F révele une courbe de radiosensibilité non linéaire en fonction de la

d'hypoxie.

dose de radiations regue. De plus, la radiosensibilité de ces cellules varie en fonction des conditions

En effet, la Do observée pour les cellules cultivées a 20% O, est de 0,99 Gy, celle des

cellules cultivées a 5% O, est de 0,96 Gy et celle des cellules cultivées a 1% O, est de 0,73 Gy .

La radiosensibilité de ces cellules est augmentée lorsque la concentration en oxygene dans le

91



II.RESULTATS ET DISCUSSION.

milieu diminue. Ces résultats sont similaires a ceux observés pour les HPP-ECFC.

Radiosensibilité des MSC en fonction de la
proportion d'oxygene.

Dose (Gy)
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Ilustration 20: Courbes de radiosensibilité des CSM en fonction de la concentration en
oxygene lors de la culture. En jaune 20% O,, bleu 5% et vert 1% (n=4).

Les CSM de la niche endostéale devraient dans ces conditions étre plus radiosensibles que
ce qui avait été observé précédemment. En effet, la Dy des CFU-F issues de la moelle osseuse a
précédemment été évaluée a 1,3 Gray (Laver J et al, 1986). Dans notre ¢tude, la valeur inférieure
¢évaluée a 0,99 Gy dans la condition 20% d'oxygene peut s'expliquer par le fait que nous avons
utilisé des cellules issues de passages de culture plus tardifs que ceux de 1'équipe de Laver et al. et

dont l'activité proliférative et donc la radiosensibilité pourraient étre de ce fait différentes.
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Il a également été démontré in vitro que l'irradiation des cellules stromales n'entraine pas de
perte de leur capacité de soutien de 'hématopoiese, notamment au niveau de la formation des CFU-
GM (Laver J et al, 1986). Bien que les CSM en condition d'hypoxie apparaissent ici plus
radiosensibles que dans des conditions d'oxygénation standard cette donnée n'influencerait donc pas

la restauration hématopoiétique.

I1.1.2 Evaluation de la mort cellulaire.

1.1.2.1 Evaluation de l'apoptose.

L'apoptose des CSM et des CSH a été évaluée post-irradiation gamma a une dose de 2,5 Gy

par cytométrie en flux.

0,1
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Tauxde cellules apoptotiques
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0

CSM irradiées CSM non irradiées

Hlustration 21: 7aux de CSM apoptotiques en fonction de
l'irradiation. Marquage FLICA révélé en cytométrie en flux.
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Le taux de cellules apoptotiques observé une 24 heures apres irradiation n'est pas
significativement différent entre les cellules irradiées et les cellules contrdles. Ce taux est de 6,77 +
2% pour le groupe irradié contre 5,53 + 1% pour le groupe controle (n=4) .

Ce résultat met en évidence que les CSM ne subissent pas une mort cellulaire massive par

apoptose apres irradiation contrairement aux CSH (Drouet M et al, 1999); (Mourcin F et al, 2005).

11.1.2.2 Evaluation de la sénescence.

La senescence des CSM a été évaluée par détection de l'activité SA-B-Galactosidase dans
des culures de CSM, 48 heures aprés irradiation gamma a 2,5 Gy. L'expérience révele une
proportion de cellules sénescentes (n=4) 2,5 + 0,3 fois supérieure pour les cultures irradiées par
rapport aux cultures non irradiées. Le phénomeéne de sénescence est donc une voie de mort

cellulaire privilégiée pour ces cellules lors d'une irradiation.

Ilustration 22: Proportion de cellules sénescentes dans des
cultures de CSM irradiées a 2,5 Gy (en gris) par rapport aux
cellules non irradiées (n=4 pour les deux groupes, p<0,01).

11.1.2.3 Cycle cellulaire.

Le cycle cellulaire des CSM a également été évalué post irradiation par une technique de
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cytométrie en flux. Lors de cette expérience, nous avons comparé la proportion cellulaire pour les

différentes phases du cycle en fonction de l'irradiation.

CSM non irradiées CSM irradiées
G0/G1 53,00% 77,10%
S 39,00% 13,10%
G2 7,93% 7,75%

Tableau 8: Pourcentages de CSM présentes dans chaque phase du cycle cellulaire en fonction de
l'irradiation. Etude réalisée en cytométrie en flux par marquage a l'iodure de propidium.

L'é¢tude du cycle cellulaire démontre une accumulation des CSM en phase GO/G1 post
irradiation. Ce blocage du cycle est compatible avec I'augmentation du phénomeéne de sénescence
non réplicative observé plus haut et tend a confirmer que, lors d'une ICT, les cellules de soutien ne
disparaissent pas immédiatement via la mort cellulaire par apoptose mais persistent plus longtemps

dans l'organisme irradié.

Il apparait au vu des résultats précédents que, lors d'une irradiation gamma, les précurseurs
des cellules de soutien de la niche hématopoiétique subissent une réduction de leur activité
proliférative, d'une part par l'activation du processus de sénescence non réplicative et, dans une
moindre mesure par leur mort par apoptose. Ces résultats in vitro nous ont permis d'émettre
I'hypotheése que la capacité de soutien de la niche in vivo était altérée par ces phénomeénes.
Cependant, ces résultats sont-ils extrapolables in vivo?

Récemment, 1'équipe de Jie Ma et al. (Jie Ma et al, 2007) a mis en évidence dans un mod¢éle
murin que bien que la capacité clonogénique en termes de CFU-F diminue fortement apres une ICT,
aucune augmentation dans le processus de sénescence cellulaire ou de blocage du cycle n'a pu étre
observée. La diminution de la capacité de soutien de I'hématopoiese des cellules stromales serait
donc due d'une part a la mort de ces cellules mais aussi a la diminution de leur capacité¢ de
différenciation, notamment en ostéoblastes.

Toujours dans un modele murin, il a été démontré que la déplétion des ostéoblastes entraine
une diminution de la cellularité¢ globale de la niche, cette diminution comprenant les CSH elles-

meémes (Visnjic D et al, 2004).
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1.2 Elaboration de I'outil de thérapie génique

I.L2.1 Morphologie et marqueurs de surface.

1.2.1.1 Cytométrie.

Les ASC en culture possédent la morphologie caractéristique des fibroblastes en fuseau, la
perte de ce phénotype au-dela du huitiéme passage est le signe d'une dégénérescence cellulaire et du
phénomene de sénescence.

L'étude par cytométrie en flux nous a permis de confirmer le phénotype antigénique des
cellules issues de la fraction stromale vasculaire. Ces cellules arborent des marqueurs de surface
trés proches de ceux des cellules souches mésenchymateuses. En effet, ces cellules sont positives
pour le CD90 et le CD44, faiblement positives pour le CD34 (données non présentées) et négatives

pour le CD45 et CD31.
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Ilustration 23: Phénotypage des ASC par cytométrie en flux. Les courbes épaisses
correspondent a l'anticorps spécifique et les courbes fines au controle isotypique. A.
Marquage CD45. B. Marquage CD31. C. Marquage CD90. D. Marquage CD44
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Le phénotype observé pour les ASC est tres proche de celui classiquement observé chez les
CSM hormis la faible expression du CD34 dans les passages les plus précoces de la culture. Ceci est
cohérent avec les données publiées par Kaiser S ef al (Kaiser S et al, 2007). De plus, il correspond
également au phénotype classiquement décrit pour les ASC issues de la fraction stromale vasculaire.
Dans cette expérience les marqueurs CD73 et CD105 les plus représentatifs de cellules
mésenchymateuses n'ont pas été décrits du fait de I'absence d'anticorps dirigés ou ayant une réaction

croisée contre ces antigénes dans 'espéce étudiée, Sus scrofa.

1.2.1.2 Etude de la différenciation.
Les ASC provenant de la SVF posseédent des capacités de différenciation similaires a celles
des CSM. Nous avons pu démontrer que ces cellules étaient capables de se différencier notamment
en ostéoblastes, adipocytes qui sont des éléments cellulaires majeurs présents dans la niche

endostéale.

Différenciation des ASC de porc.

Différenciation adipocytaire  Différenciation chondrocytaire Différenciation ostéocytaire

Ilustration 24: Révélations immunocytochimiques de la différenciation des ASC.
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I1.2.2 Transfection et culture.

La transfection des ASC a été effectuée a l'aide du systtme AMAXA™. Cette technique
d'¢lectroporation permet de faire migrer le vecteur nucléique dans le noyau des cellules. L'avantage
de cette technique est de maintenir l'expression de notre protéine d'intérét sur quelques générations
afin d'amplifier le nombre de cellules efficaces pour obtenir un greffon de taille clinique.

Le taux de transfection moyen observé 24 heures aprés manipulation est de 34,61 + 6,79%.
Apres 5 jours de culture, soit a la date ou le greffon doit €tre injecté, le taux de cellules positives
pour le géne rapporteur de la GFP est de 50,59 + 12,64%.

Ce résultat nous permet de dégager deux conclusions.

D'une part, les cellules transfectées proliférent préférentiellement par rapport a celles qui
n'ont pas intégré le plasmide. Cela s'explique soit par une activation de leur activité mitotique soit
par une diminution des phénomenes de mort cellulaire.

D'autre part, le géne codé par le plasmide peut continuer a étre exprimé dans les cellules-
filles apres plusieurs divisions.

La technique de transfection utilisée nous permet donc de traiter un grand volume de cellules
de départ -en effet les cellules sont transfectées par lots de 10 millions mais aussi d'enrichir la

culture en cellules d'intérét.
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Ilustration 25: Taux de transfection (en %)
moyen des ASC observé a J1 apres transfection
(en noir) et J5 apres transfection (en gris).
(n=3,* = p<0,05)

11.2.3  Activité sécrétoire des cellules transfectées.

Afin de valider notre outil, nous avons réalisé des westerns blots pour détecter les protéines
intracellulaires ainsi que celles sécrétées dans le milieu par les ASC transfectées. Il apparait que Shh
est présent dans le milieu de culture aussi bien qu'a l'intérieur des ASC jusqu'a neuf jours apres
transfection. La diminution de la concentration de la protéine dans le cytosol au bout de dix jours
pourrait étre due a la consommation de cette protéine par les ASC elle-mémes ou bien par les
inhibitions de contact entre cellules qui entrainerait un arrét du métabolisme sécrétoire.

Cette expérience nous confirme que la protéine Shh est bien exprimée de manicre transitoire

dans notre modele mais peut persister suffisamment pour pouvoir avoir une action biologique in

Milieu Cytosol

J2 J7 J9 |Shhrec| J2 J7 J9

- '..H-* W «—SHH22 KDa

20 KDa

Ilustration 26. Western Blot de détection de la protéine Shh dans le Cytosol et le milieu de culture
des ASC transfectées.
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I.L3.1 «Homing » des ASC.

Afin de vérifier la capacité de « homing» de notre modele cellulaire, nous avons au
préalable infecté des cellules avec un lentivirus codant le gene rapporteur de la GFP. L'utilisation de
l'infection plutdt que la transfection nous a permis d'une part d'obtenir une expression stable dans le
temps du rapporteur et d'autre part que cette expression soit plus intense. En effet, le promoteur
inséré dans le lentivirus est un promoteur constitutif beaucoup plus puissant que I'IRES présent dans

le plasmide pIRES-2-shh-eGFP. Ceci a pour but de faciliter la détection des cellules ex vivo.

Les CFU-F positives pour l'expression de la GFP ont été observées uniquement dans les
cultures de moelle osseuse prélevée 3 jours apres greffe intra osseuse. Deux colonies fluorescentes
ont été révélées pour 70 CFU-F formées a partir de 3x10° cellules mononucléées mises en culture a
partir de la moelle prélevée dans I'humérus greffé. Aucune expression de la GFP a été détectée dans
les cultures issues du prélevement effectu¢ a 15 jours de la greffe, de plus aucune colonie
fluorescente n'a pu étre détectée au niveau des prélevements effectués sur la créte iliaque
postérieure.

La culture de cellules prélevées dans la moelle osseuse de macaques greffés avec des ASC
met en évidence que ces cellules sont capables de se maintenir dans le tissu hématopoiétique in vivo

malgré leur caractére xénogénique.

Illustration 27: CSM issues d'un prélevement de moelle osseuse 3 jours apres greffe. A gauche en
fond clair, a droite détection de la fluorescence de l'eGFP dans le canal du FITC.
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Il a précédemment été décrit que les CSM ne sont pas réellement privilégiées du point de
vue immunitaire lors de leur greffe dans un organisme non immunodéprimé (Ménard C et Tarte K,
2011). Ces cellules sont capables de se maintenir quelques jours (Miiller-Ehmsen J et al, 2006) et de
produirer in situ des cytokines immunomodulatrices et anti-inflammatoires. Ce « touch and go » des
CSM peut étre rallongé dans le cas d'une ICT mais elles finiront par étre éliminées par le systéme
immunitaire de I'hote. Les ASC issues du tissu adipeux ont un fonctionnement proche de celui des
CSM et constituent donc un bon vecteur pour une thérapie génique transitoire. En effet, méme si
l'expression du pIRES-2-Shh-eGFP est programmée pour étre de courte durée, la disparition des
cellules vectrices offre une deuxiéme sécurité tout en permettant une durée de sécrétion suffisante.

De plus, l'activité potentiellement cancérigene des ASC greffées (Orimo A et al, 2005) est

limitée par le fait de leur disparition rapide.

Parce que les cellules stromales contribuent au développement d'une grande variété de
tumeurs, il est important de considérer l'effet de leur implantation sur le développement de cancers
avant que ces cellules ne puissent étre utilisées en clinique pour la médecine régénérative. Les
compartiments ou se situent les cellules stromales contiennent une variét¢ de types cellulaires
comme les fibroblastes, les péricytes, les myofibroblastes du systeme vasculaire, et les
macrophages, qui forment ensemble un micro-environnement qui controle étroitement la
prolifération et la différenciation des cellules épithéliales (Bissell MJ et al, 2002). Lors de
l'initiation et la progression du cancer du sein, les cellules tumorales réorganisent le micro-
environnement des tissus afin de soutenir leur prolifération et I'invasion dans les tissus environnants
(Pupa SM et al, 2002). Les tumeurs stromales recrutent les fibroblastes dans un processus appelé
réaction desmoplasmique. Ces fibroblastes associés a la tumeur sont reprogrammés pour produire
des facteurs de croissance, des cytokines et des protéines de la matrice extracellulaire et de
remodelage (Orimo A et al, 2005).

Des études récentes ont démontré que les CSM recrutées par les cancers du sein activent
I'invasion des métastases (Karnoub AE et al, 2007. D'autres études ont établi un lien entre les
cellules dérivées du tissu adipeux et le développement de certains cancers. Un mod¢le murin in vivo
a permis de démontrer le "homing" des ASC sur les sites tumoraux aprés injection par voie

intraveineuse, de plus, le facteur de croissance dérivé du stroma 1 (SDF-1) et son récepteur CXC 4
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(CXCR4) jouent un role important dans la médiation de I'effet de promotion de tumeurs des ASC.
(Muehlberg FL et al, 2009) et (Walter M et al, 2009) ont rapporté que I'IL-6 sécrétée par les ASC est
liée a la migration et a l'invasion des cellules tumorales mammaires. L'IL-6 est un facteur de
croissance essentiel pour plusieurs types de cancer comme le myélome multiple (MM) et le cancer
de la prostate (Smith PC et al, 2001). En outre, une étude in vivo a montré que le SDF-1 sécrété par
les ASC favorisent 'invasion et la métastase du cancer du sein.

Toutefois, l'effet des ASC sur les cellules tumorales du cancer est controversé. Plusieurs
¢tudes ont rapporté que les ASC greffées inhibent la croissance des métastases du cancer du sein
dans un mod¢le murin (Sun B et al, 2009).

La vraie limite dans I'utilisation de CSM en thérapie cellulaire reste la stabilité génomique
de ces cellules. Cette derniere doit étre confirmée dans les produits de thérapie cellulaire car il

existe un risque de cancérisation direct (Rubio D et al, 2005).

11.3.2 Radiosensibilité des ASC manipulées.

La radiosensibilité des ASC varie en fonction de la transfection de ces cellules avec le
plasmide codant la protéine Shh ( n=3). En effet nous avons observé une augmentation de la Do des
cellules transfectées avec le plasmide codant Shh. Cette derniere a été évaluée a 1,14 Gy + 0,2 Gy

contre 1,07 £ 0,13 Gy pour les ASC transfectées avec le pIRES-2-eGFP seul (p<0,05).
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Ilustration 28: Courbes de radiosensibilité des CSM transfectées. En
rouge, CSM transfectées avec le plasmide pIRES-2-Shh-eGFP. En noir,
CSM transfectées avec le pIRES-2-eGFP commercial.

Ce résultat suggere une activité radioprotectrice de la protéine Shh cohérente avec I'effet

anti-apoptotique autocrine décrit dans la littérature.

1.3.3 Etude de l'effet de Sonic Hedgehog sur la prolifération et la

différenciation des CSH in vitro.

Dans le but de tester notre outil de thérapie génique préalablement aux tests pré-cliniques,
nous avons voulu vérifier I'effet des ASC et des ASC sécrétant Shh dans le milieu de culture sur la
prolifération et la différenciation de CSH CD34".

Notre systeme de coculture n'a pas permis de mettre en évidence de différence significative
entre les différents groupes du point de vue de la prolifération cellulaire. Cependant, nous avons
observé un net bénéfice de la coculture des CSH avec les ASC transfectées ou non par rapport a la

prolifération sans stroma cellulaire.
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Hlustration 29: Taux d'amplification de cellules
CD34" humaines sur un stroma d'ASC (en gris) et
d'ASC transfectées avec le pIRES-2-Shh-eGFP (en
noir). Aucune différence significative n'est
observée (n = 5 pour le groupe ASC, n=4 pour le
groupe ASC-Shh)

Aprés irradiation in vitro, les CSH CD34" subissent une apoptose et une nécrose massive et
présentent un taux d'amplification trés limité apres 10 jours de culture en présence du cocktail de
cytokines SFT3. Le tapis de cellules nourrici¢res augmente de fagon significative ce taux; ce dernier
est 3,85 + 0,9 fois supérieur. De plus, de nombreux clusters de cellules hématopoiétiques sont

visibles a la surface du stroma (illustration 30).
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Illustration 30: Cellules en clusters sur
un stroma d'ASC.

Aucun effet synergique n'a été observé dans les cultures d'ASC-Shh. Environ un tiers des
cellules hématopoiétiques posséde un taux élevé de l'antigéne CD34" quelles que soient les
conditions de culture; de plus SFT3, induit une différenciation préférentielle vers la lignée
mégacaryocytaire dans tous les groupes (illustration 31). Ces résultats sont en accord avec les

¢tudes précédemment publiées au laboratoire (Drouet M et al, 2005).
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CD41 CD4#1
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60,00%
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Ilustration 31: Pourcentages d'expression en
cytométrie en flux des marqueurs CD34 et CD41 par
des CSH humaines apres 10 jours de culture sur un
stroma cellulaire.(n = 4 pour le groupe ASC-Shh et
n = 5 pour les autres groupes)
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I.3.4 Etude ex vivo de la néovascularisation induite par la sécrétion de

SHH par des ASCs transfectées dans un modéle murin.

Les résultats ont montré ici dans un premier temps qu'aucun signe de revascularisation n'est
détectable macroscopiquement dans les groupes ASC non transfectées et les groupes Matrigel™
seul (illustration 32). Au contraire, de nombreuses connections vasculaires avec les tissus voisins
sont visibles dans le groupe de souris ayant regu les explants d'ASC transfectées avec le plasmide
Shh. Ces premieres données, sans infirmer le potentiel pro-angiogénique déja décrit des ASC,
(Verseijden F et al, 2001) démontrent qu'une stratégie de surexpression de Shh améliore grandement

cet effet.

Illustration 32

Aper¢u macroscopique de la
vascularisation sur les implants de
Matrigel. A. Groupe ASC seules.
B. Groupe ASC-Shh.

De plus l'analyse du contenu en hémoglobine des explants confirme l'activité pro-
angiogénique de Shh dans ce systéme car le groupe ASC-Shh possede une concentration en
hémoglobine significativement plus élevée que celle des autres groupes. En effet, le groupe ASC-
Shh contient 33 + 6,47 mgHb/dL contre 18,9 + 2.4 mgHb/dL pour le groupe ASC seules p< 0,01
(n=9 pour les groupes ASC seules et ASC-Shh).

Le groupe ou les explants sont composés de Matrigel™

seul n'est pas assez fourni pour
permettre une étude statistique, cependant les premiers résultats vont dans le sens d'une
concentration en hémoglobine inférieure a celle du groupe ASC seules, ceci va dans le sens d'un

effet pro-angiogénique de ces cellules par elles-mémes.
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Illustration 33: Concentration en hémoglobine dans les
différents types d'implants de Matrigel™. n=9 pour les groupes
ASC seules et ASC-Shh. p<0.01

Les résultats précédents confirment que la stratégie de transfection des ASC par notre
plasmide codant Shh est efficace pour activer la néovascularisation de territoires tissulaires. La
transposition de cette technique pour tenter de réorganiser la niche hématopoiétique post-ICT

semble donc étre une perspective thérapeutique intéressante.

Méme si nous avons démontré l'activité pro-angiogénique de la protéine Shh dans notre
modele, celle des ASC n'est cependant pas négligeable. En effet, des études récentes ont démontré
la capacité de ces cellules a améliorer la néovascularisation par elles-mémes (Verseijden F et al,
2001). Deux hypothéses sont en discussion pour définir comment ces cellules produisent cet effet.
Les ASC pourraient d'une part s'intégrer aux néovaisseaux sous forme de péricytes et ainsi
supporter la revascularisation endogéne (da Silva Meirelles L et al, 2008), et d'autre part elles
seraient capables de se différencier en cellules endothéliales (Planat-Benard V et al, 2004). Comme

nous l'avons vu précédemment, la restructuration vasculaire de la niche est un facteur bénéfique de
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la régénération du systéme hématopoiétique. Les cellules pourraient donc agir de manicre

synergique avec notre protéine d'intérét sécrétée dans notre modele de macaque irradié a forte dose.

.4 Modéle clinique de traitement du syndrome hématopoiétique

chez le primate non humain.

.41 Réponse biologique des animaux contrdles.

Les animaux témoins exposés a 8 Gy ICT (n=4) présentent une période de pancytopénie
profonde par la durée de la neutropénie de 23 + 5 et 33,1 + 9 jours respectivement pour 'ANC
inférieur 2 0,5 x 10° / L et 1 x 10° / L. La durée de thrombocytopénie a été de 25,4 + 7,2 jours pour
les plaquettes inférieures a 20 x 10° / L, celle de la lymphopénie de 41,4 + 4,3 jours, et celle de
'anémie de 40 + 13 jours. Ces animaux ont nécessité des soins palliatifs et ont regu 4,8 + 1,8 unités
de transfusion sanguine (45 a 50 mL de sang total prélevées sur un singe donneur). Un animal est
mort le 17° jour d'aplasie médullaire, et ce, malgré les antibiotiques et les transfusions.

Aprés une longue période de suivi s'étalant au-dela de 180 jours, les neutrophiles,
lymphocytes, plaquettes et globules rouges ont atteint respectivement 77,4 + 17,6%, 62,3 + 9,9%,
110,6 + 17,6% et 99,8 + 3,8% des valeurs de référence. Le nombre de CFU issues de la moelle
osseuse (1 prélevement huméral et 1 prélévement au niveau de la créte iliaque postérieure) a montré
une récupération partielle 42 jours apres le déclin initial et seules les CFU-GEMM ont atteint les

valeurs initiales a partir de 180 jours.

1.4.2 Effet de la greffe des ASC manipulées sur la reconstitution

hématopoiétique.

11.4.2.1 Evolution des numérations et formules sanguines.

Les animaux greffés ont présenté¢ une période réduite de neutropénie de 14.2 + 1 jour pour
un ANC inférieur 4 0,5 x 10° / L et de 16,5 + 1,3 jours pour I'ANC a moins de 1 x 10° / L (p <0,05)
Une tres forte hausse de 'ANC a été observée entre 25 et 40 jours apres irradiation. A partir du 2°
mois I'ANC reste stable au niveau de base enregistré lors du contrdle précédant 1'expérimentation.

Conformément a ces résultats l'aire sous la courbe de I'ANC a significativement augmenté
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de JO 4 J30 et JO & J90 (p <0,05).
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Ilustration 34: Evolution de la numération en polynucléaires neutrophiles au cours du temps en
échelle semi-logarithmique.

Les animaux ont présenté une trés courte période de thrombocytopénie de 4,75 + 1,8 jours

pour les plaquettes a moins de 20 x 10°%/L, (p <0,05) et le nombre de plaquettes a considérablement

augmenté jusqu'a environ 40 jours.

De méme que précédemment l'aire sous la courbe pour les plaquettes a été augmentée de JO

4130 (p <0,05) et de JO a J9O.
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Ilustration 35: Evolution de la numération plaquettaire au cours du temps en échelle semi-
logarithmique .

Les signes cliniques confirment les résultats précédents car aucun animal greffé n'a présenté
d'épistaxis. De plus une réduction significative des besoins en transfusion sanguine a ét¢ observée
par rapport aux témoins (p <0,05).

Cependant, la durée de I'anémie n'a pas été significativement diminué et les aires sous la
courbe de JO a J30 ou J90 ne différent pas. La durée de la lymphopénie a été réduite et l'aire sous la

courbe de JO a J30 et de JO a J90 a fortement augmenté.
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Paramétres

Groupe grefté Shh, moyenne
+ EType (Max-Min)

Groupe controle ,moyenne +
EType (Max-Min)

Durée de neutropénie
ANC inférieur a 0.5 x
10°/L, (en jours)
Durée de neutropénie
ANC inférieur a 1 x 10°/L,
(en jours)

Durée de thrombocytopénie
PLT inférieures a 20 x
10°/L, (en jours)
Durée de thrombocytopénie
PLT inférieures a 50 x
10°/L, (en jours)
Durée d'anémie,
concentration en Hb
inférieure a 10g/dL,

(en jours)

Durée de lymphopénie, LY
inférieurs a 1 x 10°/L,
(en jours)
Dépendance transfusionelle
(en unités)

142 + 1 (13-17)

16,5 + 1,3 (14-20)*

4,75 + 1,8 (0-9)*

8+ 1,3 (5-11)*

15,5 + 3,6 (8-25)

27,75 + 4,2 (21-40)

1 +0,6 (0-2)*

23 + 5 (13-40)

33,1 +9 (15-65)

25,4+ 7.2 (0-70)

32,8 +9 (6-53)

40 + 13 (0-70)

41,4 + 4.3 (33-60)

4,8+ 1.8 (0-9)

Tableau 9: Parametres hématologiques des macaques irradiés a 8 Gy gamma par une souce de
%Co.Cohorte pour les deux groupes; n=4 pour le groupe greffé acec les cellules manipulées Sonic
Hedgehog (Shh) et n=8 pour le groupe controle. * =Significativité statistique p< 0,05 entre les

controles et les traités.

Cent quatre-vingts jours plus tard, I'ANC, les plaquettes, les lymphocytes et les globules

rouges atteignent respectivement 77,65 + 9,6%, 88,2 + 9,9% (taux plasmatiques significativement

différents de leur contrepartie non grefté, p<0,05), 126,4 + 28,8% et 102,3 + 3% des valeurs de

base. Deux des animaux greffés ont présenté une augmentation notable des lymphocytes a 194% et

149% de la valeur de base.
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WBCs ANCs Lys PLTs RBCs

Groupe

controle
JO-J30 50.1 +13.7 3254113 129+2.6 319+£59 129.3 +20.2
JO-J90 285.7+92.7 139.3+559 121.5+34.7 106.5+47.9 31522+ 69.8

Groupe grefté
Shh

JO-J30 1044 +10.2*%  74.8 +£9.8% 18.9 + 1.6* 52.2+4.8%* 128.4 +4.8
JO-J90 485.7+30.5 311.6+£27.4* 1254+11.4 240.8+32.7 430.5+13.8

Tableau 10: Aires sous la courbe pour les élements figurés totaux (WBC), ANCs, Les lymphocytes
(Lys), les plaquettes (PLT5), et les globules rouges (RBCs) pour les macaques controles et greffés
avec les cellules Shh. Les valeurs présentent les moyennes + écart-type. Valeurs cumulées
exprimées en unités arbitraires basés sur un calcul trapézoidal. P< 0.05. *=Significativement
différent des valeurs controles.

11.4.2.2 Evolution des CFU hématopoiétiques.

Au niveau de la moelle osseuse de I'humérus et de la créte iliaque postérieure, les activités
clonogéniques de trois animaux greffés sur quatre ont présenté une augmentation spectaculaire au
42° jour.

Le pourcentage d'augmentation pour chaque type de CFU a été de 70,9 + 20,7% du taux de
base contre 17,3 + 5,6% pour les CFU-GM, 92,3 + 7% contre 38,6 + 15,4% pour les BFU-E, 76 +
10,5 contre 54,9 + 23,9% pour les CFU-GEMM et 83,6 + 27,4 contre 34,6 + 16 pour les CFU-MK
respectivement chez les singes greffés et non greffés. Le suivi a long terme (au-dela de 300 jours
pour deux singes, et au dela de 180 jours pour les deux autres) a confirmé une préservation du
potentiel hématopoiétique chez les animaux greffés. Les pourcentage du taux de base des CFU dans
I'humérus alors ont été de 59.7 + 9% contre 28,6 + 6,8% (CFU-GM), 84,2 + 6,9% contre 27,4 + 3%
(BFU-E), 90,4 + 15,4% contre 33,9 + 4,3% (CFU-GEMM) et 87,1 + 9,6% contre 30,7 + 12%
(CFU-MK).

Les humérus greffés et non greffés ne différent pas significativement en termes de quantités
de clonogenes. Ce résultat suggére que les ASC ont pu migrer d'un humérus a l'autre apres
l'injection intra-osseuse. Un passage direct des cellules dans le systéme circulatoire a pu se
produire. De facon alternative ce résultat peut rendre compte d'une recirculation des progéniteurs
hématopoiétiques ou d'une régulation de I'hématopoicse a I'échelle de 1'organisme via des facteurs

hormonaux tel que les cytokines.
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| Avant Jour 1 Jour 42 Jours >180
irradiation
Humeérus
Animaux
controles
(n=5)
CFU-GM 425.6 + 41** 6.3+25 73.7 +24 121.75 + 29
BFU-E 162.5 + 25%* 0.7+ 0.6 62.7 + 25 445+ 5
CFU-

GEMM 46 + 8.4%** 0 252 +11 156 +2
CFU-MK 174.2 + 14** 2+0.5 60.2 +28 53.7+21
Animaux

greffés Shh Injecté /Non injecté | Injecté /Non injecté
(n=4)
220+33.2/
CFU-GM 368.25 + 69 ND 261 +76.3 1932+ 58.4
1022 +7.8/
— 93.25+7.6/

BFU-E 110.7 £ 23 ND 118.5+7.3 75 + 21.7*

CFU- 23.7+3.3/ 28.25+4.8/

GEMM 31.2+47 ND 28+ 1.6 22 +4.6*

102 +33.4/ 106.25 +11.7/
CFU-MK 122£22 ND 108.7 +31.2 90.5 +23.2
Créte iliaque postérieure
Animaux
controles
(n=5)
CFU-GM 203 +93$% 5+2 25.7+6 98.2 + 14
BFU-E 81.6 +30% 0.7+0.3 16.2+2.2 65.7 +£26.6
CFU-

GEMM 244+78 0 6+2 25+9.6
CFU-MK 88.4 +37.5% 1+0.7 122+53 46.2 + 10
Animaux

greffés Shh
(n=4)
CFU-GM 247.4+102.3 ND 139 +46.6 138.5+71
BFU-E 87.4 +30.8 ND 57+ 20 61.5+27.8
CFU-

GEMM 18.6 +5.8 ND 13.7+5 16.25+5.9

CFU-MK 69.4 +26.3 ND 50.5 +22.7 59.75+27.9

Tableau 11: Activité clonogénique de la moelle osseuse exprimée en CFU pour 10° cellules
mononucléées ensemencées. Les valeurs présentent les moyennes + écart-type. ND: non
determiné. Significativite statistique (P< 0.05) entre le groupe greffé et le groupe controle (*) ,entre
les valeurs pré-irradiation et J1 (**), entre les valeurs pré-irradiation et J180 (***), entre les
valeurs pré-irradiation et J1/J42 / J180 (8).
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Cette ¢étude établit pour la premiere fois le potentiel de la thérapie génique basée sur
l'expression in situ de la sécrétion du morphogene Shh chez les singes fortement irradiées (8 Gy
gamma ICT) pour favoriser la réparation de la niche hématopoiétique de cellules souches. Fait
intéressant, l'injection intra-osseuse unique d'ASC-Shh a stimulé la reprise hématopoiétique chez les
animaux my¢losupprimés et le suivi a long terme (180 a 300 jours) a confirmé une reprise stable
sans épuisement du pool de CSH résiduelles de la moelle osseuse.

Le groupe d'animaux contrdles ayant regu des ASC transfectées avec le vecteur plasmidique
pIRES-2-eGFP ne contenant pas la séquence permettant l'expression de la protéine Shh est
actuellement en cours d'évaluation. Ce controle est nécessaire car il est possible que les cellules
agissent de fagon synergique avec la protéine Shh pour améliorer la restauration de 1'hématopoicse
aprés une exposition aux RI. En effet une étude récente menée chez la souris ont permis de
démontrer une reconstitution hématopoiétique accélérée chez des animaux létalement irradiés apres
une greffe systémique de CSM (Lange C et al, 2011). De plus l'effet pro-angiogénique des ASC
(Verseijden F et al, 2001) pourrait également contribuer a la restauration de 1'hématopoicse
endogene des animaux traités.

Les conséquences physiopathologiques de l'exposition a une forte dose de rayonnement
gamma au niveau de la niche hématopoiétique ont ét¢ documentées depuis plusieurs années et sont
maintenant mieux comprises (Greenberger JS et Epperly M, 2009). Cependant les différentes
interactions entre les différents acteurs de la niche sont encore mal comprises. Les cellules souches
hématopoiétiques et les cellules progénitrices, ou du moins leur fraction cyclante sont reconnues
comme ¢étant trés radio-sensibles; leur exposition directe conduit a une mort massive par apoptose
dans les 24 heures (Drouet et al, 2004).

De plus, les dommages des RI sur le microenvironnement sont également préjudiciables
pour 'hématopoicse dans des modeles animaux (Mahmud N et al, 2004).

Il est intéressant de souligner qu'une restauration multilignée a été remarquée chez les
animaux greffés par rapport aux témoins PBS avec une forte surproduction des neutrophiles et une
réduction significative de la période thrombocytopénique. Bien que ces résultats ne soient pas
statistiquement significatifs, les périodes d'anémie et de lymphopénie ont été également réduites.
L'effet sur I'anémie serait en accord avec 1'étude récemment publiée de Harrandi et al dans un
modele rongeur. Celle-ci suggere qu'une thérapie basée sur l'expression du BMP4 constitue une

nouvelle approche thérapeutique pour favoriser le renouvellement des progéniteurs érythroides.
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(Harandi OF et al, 2010). Cette reprise multilignée résulte de 'activité clonogénique observée au 42°
jour apres irradiation, mais la taille limitée du groupe traité ne permet pas de significativité
statistique par rapport a leur homologue non greffé. A l'intérieur du groupe transplanté la réponse
hématopoiétique a été assez homogene ce qui indique que le seuil d'efficacité a été dépassé (peut-

étre 1-2 x10° cellules/kg).

En ce qui concerne les cibles potentielles des morphogenes, plusieurs hypothéses sont
encore débattues. Des données contradictoires ont €té publi€es a ce jour en ce qui concerne les CSH
chez la souris. Trawbrige et al (Trowbridge JJ et al,2006) ont rapporté et l'accroissement du nombre
des leucocytes périphériques de sang chez les souris PTC1 +/- injectées avec du 5-FU (5-
FluoroUracile) mais Hofman et al. n'ont relevé aucune différence entre les souris « knock-out »
pour le récepteur Smo et les souris contréles (Hofman I et al, 2009).

Le traitement de l'ischémie par Shh a déja conduit a une amélioration clinique et biologique
dans des modeles animaux (membre postérieur, muscle squelettique, infarctus du myocarde). Dans
leur ¢élégante étude, Siggins et al. (Siggins SL et al, 2009) ont mis en évidence la possibilité que
l'effet rapporté des protéines de la famille Hedhehog sur les CSH pouvait étre indirect par leur effet

sur les cellules souches du microenvironnement.

A ce jour, différentes stratégies thérapeutiques se concentrant sur la niche hématopoiétique
ont été¢ proposées. L'injection systémique de la PTH chez les souris a contrecarré une exposition
répétée a la chimiothérapie cytotoxique et a permis l'expansion des CSPH de la moelle osseuse
aprés ICT (Himburg HA et al, 2010) . En ce qui concerne les approches de thérapie cellulaire, le
groupe de Muramoto et Chute a démontré la capacité des cellules endothéliales (MBECs) a
favoriser la régénération des CSH irradiées a 4 Gy in vitro et d'améliorer la récupération
hématopoiétique et la survie des souris irradiées (Muramoto GG et al, 2006); (Chute JP et al, 2007).
Selon les auteurs, cet effet serait li¢ a la libération du facteur soluble et n'impliquent pas de prise de
greffe de moelle osseuse. L'activité antiapoptotique de CSM issues de la moelle osseuse a
¢galement été démontrée dans le cas des cellules CD34" en co-culture, mais 1'injection intra-osseuse
de CSM en un seul traitement n'améliore cependant pas la restauration hématopoiétique chez les

singes fortement irradiés (Drouet al, 2005).
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. Conclusion.

La plupart des ¢études récemment menées sur les traitements du syndrome hématologique
faisant suite a une irradiation corporelle totale se sont concentrées sur la cellule souche
hématopoiétique elle-méme. En effet, la principale cause de ce syndrome est le non-renouvellement
des éléments figurés du sang di a une destruction par apoptose des cellules progénitrices et des
cellules souches hématopoiétiques. Cependant, comme nous l'avons décrit précédemment, le
processus hématopoiétique met en jeu différents acteurs cellulaires et moléculaires tout aussi
importants que la CSH pour assurer I'homéostasie du systéme. Ces éléments ont une fonction de
soutien en termes de structure du tissu, de fonctionnalité¢ vasculaire et de stimulation des CSH par

leur activité sécrétoire (Dominici M et al, 2009).

La question fondamentale, déja abordée dans ce manuscrit, qui se pose au thérapeute, est le
choix entre une approche autologue et une approche allogénique. Certes, dans le cadre d’une
irradiation accidentelle, seule 1’approche allogénique apparait réaliste (2 moins de repenser la
question de la cryoconservation préventive des CSH mobilisées de personnels ciblés en fonction de
leur risque d’exposition aux RI). Cependant, nous avons souligné les résultats mitigés de ces greftes
puisque la majorité des victimes irradiées greffées a montré une reprise hématopoiétique autologue
apres une prise de greffe transitoire (la possible stimulation de la reprise autologue par le greffon
reste une question débattue) et qu'un certain nombre d’entre elles ont évolué vers une défaillance
multi-viscérale plus ou moins tardive liée notamment aux conflits immunitaires dus au greffon.
Parallelement, aucun irradié accidentel n’a recu de CSM conjointement a une greffe allogénique et
le bénéfice attendu d’une co-greffe (en termes de tolérance du greffon et de prévention de la toxicité

retardée des RI) repose sur les essais cliniques en onco-hématologie.

D’un autre co6té, ’approche autologue simple, appelée TCA, n’a pas été¢ développée sur le
plan clinique car les modéles animaux de collecte de CSH post-irradiation se sont montrés
décevants. C’est pourquoi nous avons proposé une stratégie favorisant la reconstitution autologue
post-irradiation sans recours a des CSH allogéniques, en utilisant des ASC comme vecteur d’une
thérapie génique. Les ASC ont des caractéristiques treés similaires a celles des CSM du point de vue
de I'immunogénicité et de leur capacité de “homing” au niveau des foyers d'inflammation. De plus,
le prélévement de ces cellules en grande quantité dans le tissu adipeux peut permettre I'élaboration

rapide d'un greffon de taille clinique.
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L'utilisation de facteurs pléiotropes tels que Sonic Hedgehog semble étre la suite logique aux
thérapies spécifiques anti-apoptotiques de la cellule souche hématopoiétique. Cette stratégie vise a
obtenir un effet global sur la niche hématopoiétique sans toutefois avoir recours a la greffe
allogénique et les importantes contraintes qu'elle implique. Cependant, I'utilisation de tels facteurs
comporte elle aussi des limites. En effet, les morphogeénes sont des geénes impliqués dans le
développement embryonnaire et leur expression dans un organisme adulte n'est que rarement
observée a l'état normal. De plus, ces geénes sont souvent impliqués dans le développement de
pathologies cancéreuses. Leur forte capacité de stimulation sur de nombreux types cellulaires peut
donc s'avérer bénéfique a court terme mais risquerait d'entrainer des complications séveres dans le

cadre d'une utilisation prolongée.

Le travail de thése présenté ici a contribué a approfondir la compréhension de l'influence des
RI sur les progéniteurs mésenchymateux et endothéliaux de la niche hématopoiétique, et a permis
I'élaboration d'un outil de thérapie cellulaire et génique visant a améliorer la reconstitution
hématopoiétique dans un modéle de syndrome aigu d'irradiation chez le primate. La cible de notre
traitement a été la niche hématopoiétique dans sa globalité. Notre stratégie a été¢ divisée en deux

points :

* Maintenir la cohérence structurelle de la niche par l'apport de cellules nouvelles et le

maintien des cellules résiduelles.

* Améliorer la fonctionnalité de la niche en la revascularisant plus rapidement.

L'action de notre traitement sur la niche hématopoiétique in vivo est actuellement en cours

d'évaluation par 1'étude histologique de biopsies médullaires chez la souris 1étalement irradiée.

.1 Elaboration du vecteur.

Lors de notre étude nous avons tenté d'une part de décrypter les dommages de l'irradiation
sur les différents éléments cellulaires de la niche hématopoiétique, et d'autre part de construire un

outil qui aurait un effet positif sur la reconstruction de cette niche.
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Nous avons tout d'abord isolé les ASC du tissu adipeux porcin afin d'en faire une source de
cellules capable de proliférer en quantités suffisantes pour constituer un greffon de taille clinique
d'environ 100 000 cellules. Ces cellules ont par la suite été caractérisées comme étant des ASC. Ces
dernieres, bien que d'origine xénogénique, possedent des capacités de « homing » au niveau des
niches intra-osseuses chez le macaque et sont capables de se maintenir dans leur organisme-hote
pendant plusieurs jours (trois). Ce délai semble raisonnable pour que notre outil de thérapie génique
ait un effet sur la reconstitution hématopoiétique des animaux mais n'entraine pas d'effets

secondaires déléteres.

Le clonage de la partie active N-terminale du morphogeéne Sonic Hedgehog a par la suite été
réalisé dans un vecteur d'expression plasmidique. Ce dernier & montré des taux de transfection de
50% dans nos ASC, ce qui a assuré par la suite une bonne capacité de sécrétion de ces cellules dans
l'organisme. L'étude par Western Blot a confirmé que ces cellules pouvaient sécréter la protéine Shh

pendant 9 jours dans leur milieu de culture.

.2 Tests fonctionnels.

Les études précédentes ont démontré la forte radiosensibilit¢ des CSH a l'irradiation. Ces
dernieres disparaissent rapidement de 'organisme in vivo par le phénoméne d'apoptose. Cependant,
comme l'ont révélé les études de marquages B-galactosidase et celles de cycle cellulaire, les CSM
issues de la moelle osseuse sont préférentiellement soumises au phénomene de sénescence in vitro.

Cependant, 1'équipe de Ma. J ef al. a démontré que 1'exposition aux radiations ionisantes in
vivo induisait la mort des cellules souches mésenchymateuses par un mécanisme différent de la
sénescence et que cette perte cellulaire est liée a la diminution de la capacité de soutien de la niche
endostéale.

Des résultats récents obtenus dans notre équipe font état d'une diminution du nombre de
clonogenes mésenchymateux et du nombre de cellules mononucléées issues des tétes humérales de
babouins irradiés, vraisemblablement par apoptose. De plus, la radiosensibilit¢ des CSM et des
cellules endothéliales augmente avec I'hypoxie. La perte de capacité proliférative de ces cellules
serait donc plus importante au niveau des zones fortement hypoxiques de la niche endostéale(Ma J

et al, 2007).
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La transfection des ASC avec notre plasmide codant la protéine Shh a permis d'augmenter
leur radiorésistance. Shh augmenterait donc leur capacité clonogeénique post-irradiation. Ce résultat
suggere que notre outil pourrait lutter contre la mort des cellules de soutien résiduelles de la niche

hématopoiétique.

Bien qu'aucun effet significatif des cellules transfectées n'ait été observé sur la
différenciation des CSH lors de leur co-culture, nous avons cependant décelé¢ une tendance a la
différenciation mégacaryocytaire associée a une diminution de 1'expression du CD34 dans les co-
cultures en présence d'ASC-Shh. Cette tendance a la différenciation va dans le sens de la diminution
de la durée de thrombocytopénie des animaux traités. De plus, la présence d'ASC transfectées ou
non a bien un effet positif sur la capacité de prolifération des CSH relativement a la culture sans
stroma. L'effet principal recherché par notre outil de thérapie génique était d'augmenter la

revascularisation de la niche.

La néovascularisation des implants de Matrigel™ greffés aux souris NOD-SCID a été
doublée dans les groupes ayant regu des ASC transfectées avec le pIRES-2-Shh-eGFP par rapport
au groupe ayant recu des ASC non manipulées. L'effet pro-angiogénique de notre outil dans ce
modele de petit animal nous a encouragés a l'utiliser dans notre modele de macaque irradié a forte

dose.

1.3 Etude de thérapie génique.

Lors de notre étude de greffe xénogénique, nous avons observé différents parametres sur les

animaux des différents groupes.

Concernant les paramétres hématologiques, les animaux traités avec le greffon d'ASC
manipulées ont subi une réduction significative de la durée de la neutropénie et de la
thrombocytopénie ainsi que de leur dépendance transfusionnelle aprés irradiation. La durée de
neutropénie a en effet été divisée par deux en passant de 33 jours a 16 jours et la durée de
thrombocytopénie a été divisée par quatre en passant de 32 jours a 8 jours. L'effet le plus significatif
de notre traitement a été I'amélioration des concentrations plaquettaires sanguines, cette action peut

étre corrélée a la disparition rapide des pétéchies chez les animaux traités. La faible dépendance
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transfusionnelle des animaux greffés Shh met également en évidence une amélioration du statut

clinique de ces animaux

De plus, les aires sous la courbe sont significativement plus importantes chez les animaux
traités pour ce qui est du nombre d'éléments figurés totaux dans le premier mois suivant
l'irradiation. La reconstitution des différents ¢léments figurés du sang est donc grandement
améliorée par notre traitement. Les taux plaquettaires sanguins sont les plus affectés par cette
reconstitution, qui plus est au dela de 180 jours de suivi ces taux retrouvent ceux de la ligne de base

ce qui n'est pas le cas chez les animaux controles.

L'activité clonogénique de la moelle osseuse des animaux traités a été supérieure a celle des
animaux contrdles. Ce résultat est cohérent avec I'augmentation des taux plasmatiques des différents

¢léments figurés du sang.

Notre étude a donc permis de réaliser un outil de thérapie génique permettant une
amélioration du profil clinique et de I'évolution des constantes sanguines lors du syndrome
hématopoiétique chez le macaque irradié a forte dose. Nos cellules transfectées ont permis une
reconstitution hématopoiétique anticipée chez ces animaux. Cet effet global passe probablement par

plusieurs phénomenes a I'échelle de la niche hématopoiétique :

. Une limitation de la sénescence des cellules de soutien de la niche.

. Une activation directe des CSPH résiduels, notamment les progéniteurs
mégacaryocytaires.

. Une restructuration de la niche par l'intermédiaire de sa revascularisation.

Cependant notre étude comporte des limites. En effet, I'étude in vitro ne nous permet pas de
conclure sur les effets biologiques de l'irradiation in vivo. Nous n'avons étudié qu'une partie des
¢léments cellulaires de la niche et les résultats présentés ne décrivent pas l'effet global de
l'irradiation sur la niche hématopoiétique ni son influence sur les communications cellulaires
aboutissant a la régulation de la CSH, ¢élément primordial de la restauration hématopoiétique. Ce
point pourrait étre étudié par des technique histologique visant a détecter les différentes populations
cellulaires au niveau de la moelle osseuse irradiée dans un modéle murin. De plus, les effets

biologiques négatifs a long terme de notre traitement peuvent également constituer une limite. Bien
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que notre notre modele propose un systéme ou la présence des ASC et l'expression de la protéine
Shh sont transitoires, ces deux parameétres peuvent aboutir a un processus de cancérisation (Karnoub

AE et al, 2007, (Dormoy V et al, 2009).

Ces limites concernant des effets stochastiques a long terme ne doivent pourtant pas mettre
en doute la nécessité de traiter les effets déterministes précoces qui mettent directement en péril le
pronostic vital. Dans le cas de notre étude, la balance risque-bénéfice va dans le sens d'une nette

amélioration du statut clinique des animaux traités.

il. Perspectives.

Bien que notre protocole de thérapie cellulaire ait permis d'améliorer la reconstitution
hématopoiétique dans notre modele de macaque irradié a 8 Gy, il serait intéressant de vérifier si une
synergie entre notre protocole de greffe et une cytokinothérapie n'apporterait pas un gain substantiel
sur la durée de diminution des constantes sanguines, 1'aplasie médullaire ou le profil clinique des
animaux. De plus nous pourrions étudier l'efficacité de notre traitement sur des animaux irradiés a
plus forte dose (10 Gy) pour déterminer s'il améliore également la restauration hématopoiétique et
la survie. L'analyse histologique de différents organes tels que ceux du systeme digestif nous
permettrait également d'avoir un apercu de 1'effet de notre traitement sur le syndrome gastro-

intestinal et sur le MOF.

Afin de décrypter plus en profondeur les mécanismes moléculaires mis en jeu dans les
différents acteurs cellulaires de la niche hématopoiétique, une étude du transcriptome des CSM et
des CSH CD34" par une technique de microarrays a été débuté au laboratoire. Cette étude devrait

permettre de déterminer de nouvelles cibles thérapeutiques du SAL

Notre protocole de greffe d'ASC manipulées ouvre le champ a des perspectives pour le
traitement d'autres pathologies radio-induites ou non. En effet, il a é¢galement été débuté au sein de
l'unité une étude de traitement de la brilure radiologique dans un modele porcin visant & améliorer
la régénération de la peau. La possibilité d'insertion dans notre vecteur cellulaire de différents

plasmides codant d'autres protéines potentiellement thérapeutiques permettra de décliner notre étude
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en se focalisant sur d'autres phénoménes que la régénération de la vascularisation (tableau 12). De

plus, une technique de thérapie génique transitoire de répression de l'expression de geénes par des

ARN interférents (SIRNA) a également été mise en place au laboratoire. La possibilité de

surexprimer ou réprimer des genes in situ constitue un atout pour étudier les mécanismes

moléculaires impliqués dans le SAI et proposer de nouveaux traitements.

Molécule Action Références
Rétention des CSH dans la niche;
SDF-1 alpha prolifération, différenciation des CSH (Landry Yfor et al, 2010), (Majka M
P et régénération de I'hématopoiese. et Ratajczak MZ, 2006)
Promotion de I'angiogenése.
Régénération des ostéoblastes. (Grassinger J et al, 2007),
BMP-2,4,7. Préservation du pool des CSH. (Jeanpierre S et al, 2008),( Park
Thrombopoiése. KH et al, 2009)
Facteur pléiotrope agissant sur la
sénescence, le stress oxydatif, et
Klotho potentiellement sur les facteurs de (Kuro-o M, 2008)
croissance de I'nématopoiése.
Wnt10b Prolifération des CSH résiduelles. (Kendra L et al, 2008)
Hoxa3 Actl\@tlon _de la n?ovascular_lsatlon, (Mahdipour E et al,2011)
réduction de l'inflammation.
Revascularisation, homing des
Nogo-B macrophages. (Yu J et al, 2009)

Interactions entre les cellules
stromales de la niche et les CSH.
Action positive sur la régénération
de la niche hématopoiétique aprés

un dommage.

Connexine 43

(Presley CA et al, 2005), (Rossello
RA et al, 2009)

Tableau 12: Candidats potentiels pour la mise en place d'une thérapie génique

transitoire.
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