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i
RESUME

Le sang provenant d’un cordon ombilical (SCO) représente une bonne source de
cellules souches hématopoiétiques (CSH) pour des transplantations. Cependant, le
nombre de cellules souches contenues dans ce sang est souvent insuffisant pour greffer
un adulte. Le mécanisme intervenant dans la domiciliation de ces cellules au sein de la
moelle osseuse (MO) est encore mal compris. On sait que l’interaction entre la
chimiokine SDF-1 et le récepteur CXCR4, présent sur les cellules CD34" de SCO, méne
a la migration de ces cellules en direction de la MO. Nous pensons que 1’augmentation
de la proportion de cellules qui réussit a se greffer pourra pallier au probléme du
nombre.

Les produits de dégradation, C3a et le C3gesarg,, 1SSus du systeme du complément,
sont connus pour favoriser la réponse de cellules exprimant CXCR4 vers SDF-1. Nous
avons analysé I’effet du C3adesarg, molécule non anaphylatoxique, sur la migration
cellulaire vers SDF-1, de méme que sur la prise de greffe des cellules CD34" issues de
SCO suite a une transplantation sur des souris NOD/SCIDyC". Nos expériences ont
démontré que le C3a ainsi que le C3agesars augmentaient tous les deux la réponse des
cellules CD34" vers SDF-1. Toutefois, nous n’avons pas pu démontrer que ces
molécules liaient directement le récepteur CXCR4. Par contre, le composé C3agesarg
favorise la prise de greffe des cellules CD34" de SCO. Il serait donc un bon candidat

pour poursuivre une optimisation de ses propriétés.

Nous avons également constaté que suite a une transplantation chez la souris, les
cellules CD34" de SCO subissent une hausse d’expression transitoire de leur CXCR4
environ quatre jours apres la greffe. Cette hausse d’expression coincide avec la
multiplication des cellules CD34" dans la MO. Nous avons également confirmé qu’une
cellule CD34" avec une forte expression de CXCR4 était dans un état prolifératif. Nos
données suggerent que I’interaction directe avec les cellules stromales soit responsable

de cette hausse d’expression de CXCR4.

Mots-clés: cellules CD34", domiciliation, récepteur CXCR4, chimiokine SDF-1, C3a,

sang de cordon ombilical, transplantation, récepteurs couplés aux protéines G.



ABSTRACT

Since the first successful cord blood (CB) transplant was performed there has been
a gradual increase in the use of CB for haematopoietic stem cell (HSC) transplantation,
but the number of stem cells per CB is in general too low to ensure successful
transplantation in adult patients. We would like to bypass the limitation of insufficient
number of these cells in CB by enhancing the engraftment efficiency. The chemokine
stromal-derived factor (SDF)-1, that binds to its receptor, CXCR4, plays an important
and unique role in regulating the trafficking of HSC and their homing/retention in bone
marrow (BM), but molecular regulatory mechanism of niches for HSC maintenance

remains unclear.

The complement C3 cleavage fragments, C3a and C3agesarg, modulate the
responsiveness of CXCR4-expressing cell lines to SDF-1. We assessed the effect of the
non anaphylatoxic complement fragment, C3agesars, On SDF-1 responsiveness and
engraftment of CB-HSC transplantation in a NOD/SCIDyC™ mouse model. Complement
breakdown products C3a and C3agesarg both increase the responsiveness of CD34" cells
to SDF-1. We find no evidence for direct interaction of complement fragments with
CXCR4. Our data suggest that C3agesarg might contribute to optimize CB-HSC homing

to bone marrow, and therefore efficacy of cord blood transplantation.

We quantified the number of CXCR4 on the surface of CB-CD34" after
transplantation in mice. Our results showed that there is a transient overexpression of
CXCR4 on the surface of HSC CD34" found in the BM of NOD/SCIDyC’ mice after 4-5
days post-injection. This transient overexpression correlated with multiplication of
CD34" cells in the BM. We confirm that the cells with an overexpression of CXCR4 are
in a proliferation state. Our data suggested that this transient overexpression is caused by

an interaction with the stomal cells.

Keywords: homing, CXCR4 receptor, chemokine SDF-1, cord blood, transplantation,
C3a, G proteins coupled receptors, CD34".



TABLE DES MATIERES

RESUME iii
ABSTRACT . v
TABLE DES MATIERES A%
LISTE DES FIGURES viii
LISTE DES TABLEAUX X
LISTE DES ABREVIATIONS Xi
REMERCIEMENTS xiii
1. INTRODUCTION 1
1.1 Les greffes et transplantations 2
1.1.1 La transplantation hématopoiétique : principe général 2

1.1.2 Greffe de moelle osseuse (MO) 2

1.1.3 Greffe de sang de cordon ombilical (SCO) 4

1.2 Les CSH et leur domiciliation dans la MO 7
1.2.1 Les cellules CD34" 8

1.3 Les chimiokines 9
1.3.1 La chimiokine SDF-1 9

1.4 Les récepteurs de chimiokines 9
1.4.1 CXCR4 11

1.4.2 CXCR4 et la migration 11

1.4.3 Effets de SDF-1 sur CXCR4 12

1.5 Réle de CXCR4/SDF-1 dans la domiciliation 13

1.6 Molécules qui favorisent la migration dépendante de CXCR4/SDF-1 14

1.6.1 Le systeme du complément 14
1.6.1.1 La composante C3 16

1.6.1.2 Le C3a et ’axe CXCR4/SDF-1 16

1.6.2 Facteurs lipidiques favorisant la migration 17

1.7 L’utilisation modéle murin 18
1.7.1 Les avantages 18

1.7.2 Les différents fonds génétiques 19



1.8 Conclusion, synthése
1.9 But de ’étude
2. MATERIEL ET METHODES

3. RESULTATS ET DISCUSSION

3.1 Modulation par le C3a et ses dérivés

3.1.1 Effet agoniste du C3a et de ses dérivés seuls sur les trois types

cellulaires

3.1.2 Effet du C3a et de ses dérivés sur la migration des trois types

cellulaires vers SDF-1

3.1.2.1 Effet du C3a et de ses dérivés sur la migration de cellules

CEM vers SDF-1

3.1.2.2 Effet du C3a7.77 sur la migration des cellules REH

3.1.2.3 Effet du C3a et de ses dérivés sur la migration des cellules

CD34"

3.1.3 Liaison directe du C3a sur le CXCR4
3.1.4 Effet in vivo du C3agesarg sur les cellules CD34"

3.1.5 DISCUSSION

3.2 Modulation par des facteurs lipidiques
3.2.1 Effet sur I’homodimeére CXCR4; aspect fonctionnel
3.2.2 DISCUSSION
3.3 Observations physiologiques de la prise de greffe
3.3.1 Comparaison des propriétés de différents cordons
3.3.1.1 Capacités migratoires
3.3.1.2 Quantité de récepteurs
3.3.1.3 La prise de greffe

3.3.2 DISCUSSION

20
20
24
32

33

34

36

37

40
42

47

50

54
55
58
59
59
59
61
62
64

Vi



3.3.3 Quantité de CXCR4 en surface lors de la domiciliation
3.3.3.1. Exploration du mécanisme
3.3.4 DISCUSSION
4. CONCLUSION

5. BIBLIOGRAPHIE

66
73
75
77
80

vii



LISTE DES FIGURES

Figure 1. Hématopoiese

Figure 2. Représentation d’un récepteur couplé aux protéines G

Figure 3. Signalisation intracellulaire de CXCR4/SDF-1

Figure 4. Domiciliation dépendante de CXCR4/SDF-1

Figure 5. Systéme du complément

Figure 6. La molécule C3a du complément

Figure 7. Purification des cellules CD34" de sang de cordon ombilical

Figure 8. Plaque de migration

Figure 9. Expérience de migration cellulaire

Figure 10. Principe de la méthode de BRET

Figure 11. Cytométrie en flux

Figure 12. Méthode de coculture entre les cellules CD34" et les cellules de la
MO murine

Figure 13. Effet agoniste du C3ayy.77 sur les cellules CEM

Figure 14. Effet agoniste des différentes molécules dérivées du complément C3a
sur les cellules REH

Figure 15. Effet agoniste du complément C3a et C3ay,.77 sur les cellules CD34"
de SCO

Figure 16. Expérience de migrations des cellules CEM en présence de molécules
dérivées du complément C3a

Figure 17. Expérience de migrations des cellules REH en présence de C3azo.77

Figure 18. Expérience de migrations des cellules CD34" de SCO en présence de
molécules dérivées du complément C3a

Figure 19. Hypotheses de liaison du C3a sur CXCR4

Figure 20. Expérience de BRET en réponse a différentes doses de SDF-1 sur
I’homodimeére CXCR4 en présence ou absence de C3a

Figure 21. Expérience de cytométrie en flux avec 1’anticorps CXCR4 sur des

viii

10
12
14
16
17
26
26
27
28
29

31
34

35

36

37
39

41
44

45



cellules REH préincubées avec du SDF-1 ou du C3a

Figure 22. Injection IO de C3agesarg dans des souris NOD/SCIDyC

Figure 23. Injection IO de C3agesarg dans un fémur de souris NOD/SCIDyC

Figure 24. Expérience de migrations des cellules CEM en présence de SEW-2871
combiné au SDF-1

Figure 25. Expérience de BRET sur le dimeére CXCR4 en fonction de différents
ligands

Figure 26. Expérience de dose-réponse d’EtOH sur le dimére CXCR4 effectuée
par BRET

Figure 27. Capacité migratoire intrinseéque de différents SCO

Figure 28. Expression quantitative du récepteur CXCR4 sur des cellules CD34"
de SCO différents

Figure 29. Prise de greffe des cellules CD34" provenant de trois différents SCO

Figure 30. Expression quantitative de CXCR4 sur les cellules CD34" de SCO

Figure 31. Expression quantitative de CXCR4 sur les cellules CD34" de SCO

Figure 32. Quantification des cellules CD34" dans la MO et du récepteur CXCR4
a leur surface

Figure 33. Analyse de 1’état prolifératif des cellules CD34" retrouvées
dans la MO

Figure 34. Quantification de CXCR4 corrélée avec I’état prolifératif des cellules
CD34" a différents stades de différenciation

Figure 35. Coculture entre les cellules CD34" de SCO et les cellules

de 1a MO murine

47

49

50

54

56

57
60

61

63

67

68

69

70

72

74



LISTE DES TABLEAUX

Tableau 1. Compatibilité¢ HLA familiale

Tableau 2. Tableau comparatif entre greffe de SCO et greffe de MO

Tableau 3. Tableau comparatif de I’effet du C3a et de ses dérivés sur trois types
cellulaires

Tableau 4. Tableau comparant les propriétés de différents SCO

43
64



LISTE DES ABREVIATIONS

7-AAD  7-Amino-actinomycin D
BD Becton, Dickinson

BRET  bioluminescence energy transfer

BSA bovine serum albumin

C complément

CB cord blood

CD cluster of differentiation

CSH cellule souche hématopoiétique

CXC (L ouR) cystéine-X-cystéine (ligand ou récepteur)
DAG diacylglycérol

DMSO  diméthyl sulfoxide
ERK extracellular signal-regulated kinase

EtOH ¢thanol
FLT-3 FMS-Like tyrosine kinase 3
GPCR G protein coupled receptors

GvHD graft vs host disease

HIF hypoxia-induced factor

HLA human leukocyte antigen

HSC hematopoietic stem cell

IL interleukine

1P3 inositol tri-phosphate

10 intra-osseux

v Intraveineux

LFA lymphocyte function-associated molecules
LLA leucémie lymphoblastique aiguée

LMA leucémie myéloide aiguée

LUC luciférase



MCP1 monocyte chemotactic protein-1
MEK metyl ethyl ketone

MEM milieu minimum essentiel
MMP métalloprotéinase

MO moelle osseuse

NOD nonobese diabietic

NK natural killer

PBS phosphate buffered saline

PE phycoerythrine

PI3K inositoltriphosphate kinase
RANTES regulated upon activation, normal T-cell expressed and secreted

RCPG  récepteurs couplés aux protéines G

RPM rotation par minute

SCID severe combined immunodeficiency
SCF stem cell factor

SCO sang de cordon ombilical

SDF-1 stromal derived factor-1
SVF serum de veau feetal
TPO thrombopoiétine

VLA molécule d’adhésion

VIH virus d'immunodéficience humaine

YFP yellow fluorescent protein

Xii



Xiii
REMERCIEMENTS

J’aimerais, tout d’abord, remercier mon directeur de recherche, le Dr. Nikolaus
Heveker, ainsi que mon codirecteur le Dr. Elie Haddad. J’ai été vraiment choyée par
cette collaboration qui m’a permis de réaliser un projet qui apporte, a la fois des

réponses a des questions fondamentales, tout en étant utile cliniquement.

Je tiens vraiment et surtout a remercier Frangois Fontaine, assistant de recherche
du laboratoire du Dr. Haddad, qui est tout simplement indispensable. Francois est d’une
aide totalement incroyable que ce soit pour des conseils ou de 1’aide technique, pour le

fonctionnement général du laboratoire ou tout simplement pour le moral des troupes.

Et merci a mes partenaires de laboratoire, qui assurent le soutien technique et
moral au quotidien et qui font de ce lieu de travail un endroit si agréable; Joélle Gregoire
Gauthier, Yamina A. Berchiche, Geneviéve St-Onge, Stéphanie Gravel, Arnaud Duval,

Dominic Dulude et Martin Leduc.

Merci également au Dr. Daniel Sinnett, aux membres de son laboratoire ainsi qu’a
ceux du Dr. Damien Labuda, qui m’ont vraiment transmis leur passion pour la recherche
lors de mes débuts dans ce domaine et sans qui je ne serais probablement pas la

aujourd’hui.

Un merci spécial au personnel animalier du CHU Sainte-Justine qui fait un travail

formidable, un merci particulier pour Denise et Véronique.

Et bien sir, merci a ma famille qui croit en moi et qui m’offre un support

inconditionnel!



1. INTRODUCTION



1.1 Les greffes et transplantations
1.1.1 La transplantation hématopoiétique : principe général

Chaque année, 26 % des nouveaux cas de cancer sont de type leucémique, et 32 %
des déces chez les enfants y sont attribuables [2]. Le plus souvent, une chimiothérapie
et/ou radiothérapie suffisent a traiter la leucémie chez les enfants. Cependant, parfois,
ces traitements doivent étre combinés avec une transplantation de cellules
hématopoictiques. La chimiothérapie a pour objectif de détruire les cellules cancéreuses,
et de freiner leur prolifération incontrdlée. A cette fin, des composés cytotoxiques et
génotoxiques s’attaquant aux cellules en prolifération rapide sont employés. Or, ce
traitement ne fera pas de différence entre des cellules saines en prolifération (comme
celles du systeme immunitaire) et des cellules leucémiques. La transplantation de
cellules souches hématopoiétiques (CSH) provenant d’un donneur sain, a pour objectif
de reconstituer le systéme immunitaire du patient greffé. Deux sources principales de
cellules souches hématopoiétiques sont disponibles, la moelle osseuse (MO) et le sang
de cordon ombilical (SCO); chacune des sources comporte des avantages et des

inconvénients qui lui sont propres.

1.1.2 Greffe de moelle osseuse

Depuis le début des années 1980, la greffe de MO a été de plus en plus adoptée
comme traitement de nombreuses maladies hématologiques, dont la leucémie, le
lymphome, 1’anémie aplasique, la thalassémie majeure et des immunodéficiences,
particulicrement I’immunodéficience combinée sévere, ou SCID (severe combined
immunodeficiency) [3]. Cependant, I’utilisation des cellules de la MO pour des
transplantations comporte des inconvénients considérables. D’abord, le taux de
compatibilit¢ HLA (human leukocyte antigen) entre les cellules du donneur et celles du
receveur est trés important, et il est méme déterminant du succes qu’aura la prise de la
greffe par la suite [4]. Le systtme HLA est un systéme d’histocompatibilité entre des
tissus ou des cellules d’origine différente qui repose sur leurs caractéristiques

antigéniques [5]. Ces antigénes présents a la surface des globules blancs et des cellules



nucléées constituent une marque d’identité biologique propre a chaque individu [5]. Le
code HLA d’un individu est déterminé par les différents all¢les de chacun de ces genes.
Le typage HLA se limite souvent a I’identification de six antigénes dont la variabilité
allélique est la plus importante. Il s’agit des génes A, B et DR présents sur le
chromosome 6. Pour chaque individu, trois de ces antigénes sont hérités de la mere,
alors que les trois autres proviennent du pere. L’alléle qu’occupent ces geénes chez un
individu est représenté par un chiffre qui accompagne la lettre du geéne, exemple DR2.
Chaque couple lettre-chiffre représente un antigene différent. La probabilité que deux
personnes soient héritieres du méme typage HLA est donc plus grande quand il s’agit de

fréres et sceurs issus d’'un méme pere et d’une méme mere (tableau 1).

Typage de la mére Typage du pére

A3, A28, B7,B8, DRY, | A2, All, B5, B8, DR11,

DR17 DR15
Héritage des fréres et des sceurs A B DR
Possibilité 1 3 |11 }7(5(9 |15
Possibilité 2 312 [7(8|9 |11
Possibilité 3 28 |11 | 8|5(17 |15
Possibilité 4 2812 |88 (|17 11

Tableau 1. Compatibilité HLA familiale. Exemple de typage HLA retrouvé chez
les membres de la famille d’un malade dont le typage HLA est le suivant : A2, A3;
B7, B8; DRY, DRI11. La probabilité que ce malade trouve un donneur compatible
dans la famille est plus élevée. [6]

Les codes HLA du donneur et du receveur doivent étre les plus apparentés
possibles afin de permettre aux cellules du donneur d’occuper le corps du receveur sans
déclencher une réaction de rejet. Le rejet peut s’effectuer dans les deux sens, soit 1’hote

n’accepte pas le greffon comme sien, soit c’est le greffon qui ne tolere pas I’hote.

Lors d’une transplantation de MO, le systtme immunitaire du receveur est trés

affaibli ou inexistant, ce n’est, par conséquent, pas 1’hote qui risque de rejeter le greffon.



Dans ce cas, il se produit alors 1’apparition d’une GvHD (graft vs host disease), ¢’est-a-
dire une attaque du greffon contre 1’hote. La GvHD survient lorsque les cellules du
donneur reconnaissent les allo-antigénes des tissus de 1’hote, il se produit alors une
activation et une prolifération des cellules T du greffon, suivi d’une production
subséquente de cytokines qui génerent des réactions inflammatoires au niveau de la
peau, du tractus gastro-intestinal et du foie. Lorsqu’elle est grave, la GvHD peut se
traduire par une érythrodermie généralisée de la peau, des hémorragies digestives et une
insuffisance hépatique [3]. Malgré l'amélioration de l'appariement HLA des donneurs
avec les receveurs, la GVHD reste la cause majeure de mortalité et de morbidité au cours

des greffes de MO.

La nécessité d’une compatibilit¢ HLA presque parfaite lors d’une greffe de MO
apporte donc I’inconvénient de limiter les donneurs potentiels et d’occasionner des
difficultés logistiques quant a la sélection et a la distribution des greffons, c’est-a-dire a
I’appariement entre donneurs et receveurs. Ensuite, I’opération consistant a prélever les
cellules souches et progénitrices de la MO du donneur nécessite une anesthésie du

patient, ce qui comporte un risque pour le donneur.

1.1.3 Greffe de sang de cordon ombilical

La premiere transplantation a partir de cellules de SCO réussie fut effectuée en
1989, sur un jeune garcon souffrant d’anémie aplasique [7]. Sept ans plus tard, une
transplantation chez un adulte fut accomplie [8]. Le contenu enrichi en cellules souches

et progénitrices hématopoiétiques du SCO est connu depuis 1983 [4].

Le sang d'un seul cordon ombilical, représentant entre 80 a 120 ml de sang,
contient autant de cellules souches hématopoiétiques (CSH) que 800 a 1200 ml de MO.

Le SCO utilisé en transplantation ne requiert pas une compatibilité HLA parfaite entre



donneur et receveur. Ceci permet alors un plus grand nombre de greffes. Cette marge de
manceuvre est trés importante, puisqu’environ 30 % des patients décedent avant méme
I’identification d’un donneur potentiel HLA-compatible, et seulement 20 % des patients
ont un donneur compatible dans la famille [9]. Le nombre de transplantations a partir de
SCO entre donneurs non apparentés réalisées a travers le monde entre les années 1993 a
2006 est estimé a 8000 [4]. A 1’hopital Sainte-Justine, il s’agit désormais de la source
premiére de CSH pour des transplantations allogéniques non apparentées [9]. De plus,
les cellules du greffon sont moins sujettes a attaquer 1’hdte, donc a causer des réactions

GvH [4], puisque le SCO contient peu de cellules matures et de lymphocytes T activés.

Un avantage additionnel est que les cellules provenant du SCO peuvent étre
cryopréservées et récupérées sur demande par la suite [4]. Les cellules peuvent étre
conservées congelées durant vingt ans dans 1’azote liquide [9]. Ceci permet une
excellente disponibilité de cellules mises en banque, et ainsi la rapidité de traitement

requise, ¢vitant ainsi les pertes de vie dues a I’attente d’un donneur potentiel.

Cependant, cette source de cellules souches ne comporte pas que des avantages. En
effet, le nombre de cellules disponibles par SCO est limité et inférieur a la MO.
Toutefois, les cellules en provenance de la MO ont une concentration plus faible en
cellules souches et progénitrices hématopoiétiques que celles provenant d’un SCO. Bien
qu’il soit possible d’y palier en extrayant plus de MO, ceci n’est pas une option pour le
SCO dont le volume est déterminé. Jusqu’a trois a cinq pourcents du volume total de
moelle osseuse contenu dans le corps humain peut étre prélevé, ce qui représente deux
fois le volume prélevé lors d’un don de sang total. Ainsi, la quantité de cellules extraites
d’un SCO rend souvent la greffe sur un patient adulte impossible [9], puisque le taux de
succes est déterminé par le nombre de cellules injectées en fonction du poids du patient.
Pour un patient de 50kg cela représente la totalité du sang de cordon ou un litre de

moelle osseuse.



Moelle osseuse

Sang de cordon

Mode de La moelle est prélevée dans la | Le sang est prélevé aprés la
1 créte iliaque d’un donneur sain | naissance de I’enfant a I’intérieur
prélevement . 1 . . ye
sous anesthésie. Le prélevement | du cordon ombilical une fois qu’il
représente un danger pour le | a été sectionné. Le prélevement ne
donneur. représente aucun danger pour la
mere et I’enfant.
Pour qui Tout le monde, il n’y a pas de | Seuls les patients pesant moins de
restrictions. 50 kilos sont des candidats a ce
type de greffe. (Compte tenu de la
petite quantité prélevée).
Quantité 800 a 1200ml, pour des | 80a 120 mlde sang.
requise/disponibilité transplantations éql%ivalentes au
sang de cordon; pour la
transplantation  d’un  adulte

jusqu’a 3 a 5 % du volume total
de moelle osseuse peut étre
prélevé.

Compatibilité

Haut degré requis de

compatibilité HLA.

Flexibilité immunologique
diminuant le degré de compatibilité
HLA requis.

Risques de rejet

Incidence élevée de GvHD.

Faible incidence de GVHD.

Accessibilité

Grand nombre
volontaires.

requis  de

Acces illimité, Cryopréservation
prolongée possible.

Tableau 2. Tableau comparatif entre greffe de SCO et greffe de MO.

Principales caractéristiques des greffes de moelle osseuse et de sang de cordon. [9]

En résumé (tableau 2), la greffe a partir de SCO comporte plusieurs avantages sur

la greffe de MO : il requiert une compatibilit¢ HLA moindre, peut étre congelé et donc

disponible sur demande, et entraine moins de réactions GvH. Toutefois, la taille limitée

du greffon SCO est présentement la raison de son utilisation préférentielle en

transplantation pédiatrique.




1.2 Les CSH et leur domiciliation dans la MO

Les CSH, précurseurs de tous les types de cellules sanguines, résident
préférentiellement dans la MO. Elles ont la capacité d’autorenouvellement, afin de
maintenir leur nombre constant, et de différenciation en lignées lymphoide, myéloide, et
érythrocytaire [10]. Ce sont elles qui assurent le succés d’une greffe en vue d’une

reconstitution immunitaire.

Les CSH ont la propriété de pouvoir se diviser de fagon asymétrique et symétrique.
La division asymétrique qui donne lieu a une cellule meére CSH, et une cellule fille plus
différenciée, permet d’assurer le remplacement continu des cellules sanguines qui ont
une durée de vie limitée. Par exemple, un globule rouge a une durée de vie d’environ
120 jours, les plaquettes sept jours et les granulocytes polynucléaires d’environ trois
jours. Les CSH, pour garder un nombre suffisant et constant de ces cellules dans le sang,
produisent quotidiennement 200x10° globules rouges, 150x10° plaquettes et 50x10°
globules blancs. En revanche, la division symétrique, donnant lieu a deux cellules filles

CSH, permet de conserver un nombre de CSH suffisant (autorenouvellement).

Au sein de la MO, les CSH résident dans un endroit spécifique, appelé la niche.
Dans cet endroit, les CSH trouvent le support physique de 1’os, mais aussi le support
physique et physiologique des cellules stromales de la MO. Les CSH sont instruites par
leur contact avec les tissus voisins, les ostéoblastes et les cellules stromales [11]. Le
phénomene de migration et de rétention des CSH dans la MO est appelé domiciliation.

Le processus de reconstitution du systeéme immunitaire est nommé hématopoiése (figure

1.
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_Figure 1. Hématopoiése. L’hématopoi¢se s’effectue dans la MO. C’est le
processus de reconstitution du systéme immunitaire pouvant étre engendré par une

seule CSH. [12]

1.2.1 Les cellules CD34"

Les CD (cluster of differentiation) désignent des marqueurs antigéniques de
différenciation qui apparaissent ou disparaissent de la membrane cellulaire selon le type
de cellule et son stade de maturation. Il existe environ 300 CD répertoriés jusqu’a
présent. Par exemple, le CD19 désigne que la cellule est un lymphocyte B, alors que les
cellules qui expriment le CD34 (désignées CD34") sont des cellules souches et
précurseurs hématopoiétiques. La molécule CD34 est une glycoprotéine de surface qui
est impliquée dans les contacts intercellulaires. Cette molécule d’adhésion permet
I’attachement des cellules a la matrice extracellulaire de la MO et aux cellules stromales.
La molécule CD34 est présente seulement dans les cellules humaines, mais pas sur les
cellules murines. Les cellules CD34", qui n’expriment pas le marqueur CD38

(CD34/CD38) sont considérées comme des CSH pluripotentes.

Toutes les cellules CD34" peuvent assurer la reconstitution a long terme de
I’hématopoiese, mais seulement une petite fraction parmi elles est capable

d’autorenouvellement [13]. Il n’y a pas de marqueur CD identifiant cette sous-



population. Toutefois, 1’autorenouvellement n’est pas indispensable pour le succes de la
greffe, et son absence ne devient apparente qu’apres des transplantations successives
(par exemple en modele animal, voir ci-dessous). Les études réalisées sur le SCO, la

nétre incluse, traitent des cellules CD34" [14].

1.3 Les chimiokines

Le processus de domiciliation des CSH dans la MO requiert la migration dirigée
des cellules [15, 16]. Ce processus intervient également dans la réponse inflammatoire.
Dans les deux cas, les cellules doivent se déplacer dans les vaisseaux sanguins et
traverser la barricre endothéliale. Les chimiokines orientent la migration des cellules
vers les sites cibles [16]. Les chimiokines sont de petites protéines sécrétées, qui sont
divisées en deux sous-familles basées sur la disposition de deux résidus cystéines (C)
conservées, soit CC ou CXC (CC si les deux résidus cystéines sont adjacents, CXC s’ils

sont séparées par un acide aminé quelconque).

1.3.1 La chimiokine SDF-1

La chimiokine SDF-1 (stromal cell derived factor 1), aussi connu sous le nom
CXCL12, a d’abord été identifié en tant que facteur favorisant la croissance des
lymphocytes de type pré B [17]. SDF-1 a des roles dans la migration, la survie, la
prolifération et [D’activation de différents types cellulaires hématopoiétiques et
immunitaires [17, 18]. Cette chimiokine est produite de fagon constitutive dans
plusieurs tissus, tels que le foie et la MO, ou son expression est régulée de fagon positive

par le milieu hypoxique [19].

1.4 Les récepteurs de chimiokines

Les récepteurs de chimiokines font parti de la famille des RCPG (récepteurs

couplés aux protéines G), qui possédent sept domaines transmembranaires. Les RCPG
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sont des protéines membranaires responsables de la transduction de signaux de
l'extérieur vers l'intérieur de la cellule. Ils sont composés d’hélices a reliées par des
boucles intra et extra cellulaires (figure 2). Ces sept hélices a délimitent une cavité ou
les ligands se fixent, activant le récepteur qui se lie a une petite protéine G sur la face
cytoplasmique de la membrane. Les ligands peuvent aussi se lier au niveau des boucles

extracellulaires.

VLT LNy

COOH

Figure 2. Représentation d’un RCPG. RCPG constitué de ses sept domaines

transmembranaires. [20]

Les RCPG peuvent former autant des homodimeres que des hétérodimeres avec
d’autres RCPG. Ceci est le cas des récepteurs de chimiokine CXCR4, CCR2 et CCRS,
par exemple [21-24]. Ces différentes combinaisons entre les récepteurs permet une
diversification de la signalisation subséquente [22, 25-30]. Par exemple,
I’hétérodimérisation entre CCR2 et CCRS permet a ces récepteurs d’étre 10 a 100 fois
plus sensibles a leurs chimiokines respectives (MCP1 et RANTES) que lorsqu’ils sont

sous forme d’homodimeres [24].

Les RCPG sont impliqués dans de trés nombreuses fonctions physiologiques
comme la vision, l'olfaction, la régulation hormonale, la croissance et I'adhésion
cellulaire. Ces fonctions les font intervenir dans de multiples pathologies; par

conséquent, ils représentent le plus important groupe de cibles pharmacologiques [31].
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1.4.1 CXCR4

Les récepteurs de chimiokines sont des RCPG désignés CXCR1 a 7 et CCR1 a 11.
CXCR4 est le récepteur de SDF-1 [32]. 1l fut identifié en 1996 pour son rdle dans
I’infection au VIH (virus de I'immunodéficience humaine), en tant que corécepteur pour
I’entrée du virus [33, 34]. CXCR4 est exprimé tres tot durant le développement
embryonnaire ou il tient un role dans la migration des précurseurs pendant
I’embryogenese. L’ ablation génétique du gene de CXCR4 dans un mod¢le murin mene a
la mort périnatale des souriceaux avec de multiples défauts d’organogenése au niveau
cérébral, cardiaque, vasculaire et immunitaire [35-37]. CXCR4 est retrouvé sur tous les
leucocytes (plaquettes incluses), mais ¢également sur les cellules épithéliales,

endothéliales et les neurones [38].

1.4.2 CXCR4 et la migration

L’expression de CXCR4 sur des cellules cancéreuses mene a leur migration a des
sites distants de la tumeur primaire, ou ils forment des métastases qui sont responsables
de la plupart des déceés dus au cancer [38]. De plus, I'inhibition pharmacologique de
CXCR4 dans des modeles de maladies inflammatoires, tels que I’asthme [39] et
I’arthrite rthumatoide [40], méne a une amélioration symptomatique, suggérant son
implication dans la migration des leucocytes effecteurs comme les neutrophiles et les

cellules T au site affecté [31].

De plus, plusieurs études portées sur le processus de migration dans la leucémie
désignent I’importance de 1I’implication de la chimiokine SDF-1 et du récepteur CXCR4
[41]. Par exemple, la migration et la domiciliation des cellules leucémiques de type pré
B a la MO sont dépendantes de CXCR4 et de SDF-1 [42]. La formation de métastases a
lieu principalement dans la MO, les poumons, et le foie, qui sont les sites les plus
importants de production du SDF-1 [39]. Lorsque les cellules leucémiques sont
préincubées avec 1’antagoniste T140, du récepteur CXCR4, la migration des cellules

leucémiques vers SDF-1 est complétement inhibée [42].
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1.4.3 Effets de SDF-1 sur CXCR4

CXCR4 peut donc activer différentes cascades de signalisation menant a la
migration cellulaire (figure 3). Notamment, la signalisation intracellulaire induite par la
fixation de son ligand, le SDF-1, engendre 1’activation de la protéine G. Cette dernicre,
en combinaison avec les phospholipases C, va permettre la formation de 1’IP3 (inositols-
1,4,5-triphosphates) et de DAG (diacylglycerol). L’IP3 entraine une augmentation du
niveau de calcium intracellulaire important pour le chimiotactisme, puisqu’il assure la
réversibilité des interactions entre les molécules d’adhésion et la surface sur laquelle la
cellule se déplace [43]. De méme, cette protéine G active la PI3K (inositoltriphosphate
kinase) et les kinases MEK/ERK dans plusieurs types cellulaires, ce qui contribue a
activer une réponse migratoire chez la cellule. [44-46]. La protéine G activée stimule
aussi la signalisation des petites GTPase (Rho, Rac et cdc42) via les kinases de la
famille Src, qui sont importantes pour les réarrangements cytosquelettiques des cellules

lors du chimiotactisme [47].
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Figure 3. Signalisation intracellulaire de CXCR4/SDF-1. Schéma représentant

la signalisation intracellulaire engendrée par CXCR4/SDF-1 menant a une réponse
migratoire. Suite a la liaison de SDF-1 sur CXCR4, les sous-unités de la protéine G
activent différentes voie de signalisation; notamment la voie calcique et la voie des
MAP kinases. [48]
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1.5 Roles de CXCR4/SDF-1 dans la domiciliation (figure 4)

La prise de greffe des cellules CD34" chez les souris NOD/SCID (voir ci-dessous)
a permis de révéler que ce processus ¢tait dépendant de I’expression de la chimiokine
SDF-1 et de son récepteur, CXCR4 [49]. De plus, un modele murin génétiquement
dépourvu de SDF-1 a révélé une absence de la prise de greffe et de la reconstitution
immunitaire [50], de méme, une ablation génétique de CXCR4, son récepteur, engendre
aussi ce phénotype. Le SDF-1 est la seule chimiokine qui induit la migration dirigée des
cellules humaines CD347/CD38", ainsi que des cellules murines Sca’l'/ckit'/Lin"
équivalentes [49, 51]. La molécule SDF-1 humaine et murine ne différent que par un

seul acide aminé [52].

Le SDF-1 régule I’interaction entre les cellules CD34" et le microenvironnement
de la MO; le SDF-1 étant d’ailleurs produit par les cellules endothéliales, les cellules
stromales et les ostéoblastes de la MO [19, 53]. 1l a été démontré que la niche, dans
laquelle résident les CSH au sein de la MO, est une région hypoxique de la MO ot il y a
davantage de SDF-1 produit, ce qui permet la rétention des CSH dans cette niche [19].
Evidemment, le blocage de CXCR4 donne aussi lieu a la mobilisation des CSH de la

MO, qui émigrent alors dans le sang circulant [54].

Chez les cellules CD34", la présence de SDF-1 induit la sécrétion des
métalloprotéinases (MMP) [42, 55]. Les MMP sont des enzymes protéolytiques
sécrétées, ils jouent un role crucial dans la motilité et 1’invasion a travers la matrice
extracellulaire [56]. La chimiokine SDF-1 active les intégrines LFA-1, VLA-4 et VLA-5
présents a la surface des cellules CD34". Les intégrines sont des protéines de surface,
servant a I’adhésion cellulaire. Ils jouent un réle trés important dans la migration, la
différenciation et la survie des cellules. Chez les souris NOD/SCID (section 1.7.2), il a
¢té démontré que ces intégrines ont un role important dans la migration transendothéliale
et dans la prise de greffe des CSH. En effet, le traitement par un anticorps contre les
VLA empéche la prise de greffe de ces cellules, alors que, lorsque le traitement est
dirigé contre les LFA, c’est une diminution significative de la prise de greffe qui

survient [57].



14

1) Roulement F\ Moelle osseuse
Q 39 2)Adhésion;
- ‘ﬂ:' via les intégrines
\\ %E ST
B :
: o Vaisseau
CXCR4 &= __sanguin

3) Migration ps
transendothéliale =
! o
£-]

4) Rétention des CSH -
a la niche L

Moelle osseuse

Figure 4. Domiciliation dépendante de CXCR4/ SDF-1. Schéma illustrant les
différentes étapes de la domiciliation cellulaire des CSH : 1) le roulement sur les
cellules endothéliales des vaisseaux sanguins conduit a 2) 1’adhésion a la barriere
endothéliale via les intégrines menant a 3) la migration transendothéliale. Les CSH
migrent dans la MO jusqu’a la niche 4) ou elles sont retenues pour engendrer la
repopulation de la MO. Ce processus de domiciliation est régit et dépendant de
CXCR4/SDF-1 [24].

Les souris déficientes en SDF-1, ou qui n’expriment pas CXCR4, ont de graves
problemes hématopoiétiques autant myéloide que lymphoide, et ce, des leur état feetal
[58, 59]. Effectivement, I’absence d’expression de CXCR4 dans le modele murin a
révélé qu’il est essentiel a 1’hématopoicse, au développement et a I’organisation du

systéeme immunitaire [49, 54, 60, 61].

1.6 Molécules qui favorisent la migration dirigée dépendante de CXCR4/SDF-1
1.6.1 Le systéme du complément (C) (figure 5)

Des molécules biologiques peuvent induire la migration dirigée des cellules
hématopoiétiques; c’est le cas des constituants du systéme du complément, qui attire les

leucocytes vers le site de I’inflammation. Le systeme du complément a un role majeur
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dans I'immunité humorale. Il est impliqué dans des activités qui sont a la fois
antimicrobiennes, chimiotactiques, inflammatoires et activatrices de 1'immunité.
L’activation de ce systéme repose sur une activation en cascade (figure 5) ou chaque
composant a une durée de vie active extrémement courte. En effet, certains des
composés activés redeviennent rapidement inactifs s’ils n’entrent pas en contact avec la
composante suivante de la cascade. Cette cascade hautement régulée débute par une
activité enzymatique protéolytique. Les principaux facteurs du complément sont les
molécules désignées C1 a C9. La synthése des facteurs du C s’effectue principalement
par les hépatocytes du foie. Des petits fragments peptidiques résultant du clivage de ces
molécules, C2a a C5a, possedent de fortes activités anaphylatoxiques et chimiotactiques.
L’initiation de la voie classique débute par le C1 lorsqu’il se retrouve en présence de
complexes antigene-anticorps. La voie classique implique les facteurs C2, C4, C5, C6,
C7 et C8. Le C3 effectue, quant a lui, I’initiation de la voie alterne par fixation non
spécifique a des structures microbiennes [62]. Contrairement a la voie classique, la voie
alterne n’a pas besoin de la présence d’un anticorps pour étre initiée. Par ce fait, la voie

alterne est un constituant du systéme immunitaire naturel inné.



16

Antigen L B
Antibody 7 [~ C1complex

/
?‘nln C2a & C4b fragments
¥

Tc:lnmculpathmv = C3 convertase
¥

l Alternative Pl s
pathway ) C3 hydrolysis
LY
8 ” C3band C3afragments
y,
&5  C3b cleaves C5
S into C5a and C5b
a g
Call C5b, C6, C7, C8Band C9

together form the
and - membrane attack
bu T’Btﬂl__:': .- complex

Figure S. Systéme du complément. La voie du complément est impliquée dans
I’immunité humorale. Il s’agit d’un processus d’activation protéolytique en cascade
hautement régulé, pouvant mener a la lyse de cellules, bactéries ou virus, a la
phagocytose des antigenes particulaires, a la sécrétion de molécules

immunorégulatrices et a I’élimination des complexes immuns de la circulation. [63].

1.6.1.1 La composante C3

Dans la voie classique, le C3 est clivé en C3a et C3b par I’activité enzymatique de
la C3 convertase, tandis que, dans la voie alterne, le C3 sérique, qui possede une liaison
thioester instable, subit plutdt une lente hydrolyse spontanée résultant en C3a et C3b. Le
peptide C3a (figure 6) est un des médiateurs majeurs du processus inflammatoire. C’est
le petit peptide terminal de huit acides aminés (70-77) du C3a qui constitue la partie
active de cette molécule lors d’une réponse inflammatoire. L’arginine terminale est,

quant a elle responsable de I’effet anaphylatoxique du C3a. [3]
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Figure 6. La molécule C3a du complément.
Représentation de 1’aspect moléculaire du C3a,
produit du complément. Le peptide actif de cette
molécule, les acides aminés 70 a 77, sont situés
dans la partie amovible de ce composé (en bas
sur ce dessin). L’arginine responsable de la
fonction anaphylatoxique de cette molécule se
retrouve a I’extrémité (en bas) [1].
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1.6.1.2 Le C3a et I’axe CXCR4/SDF-1

La composante C3 de ce systeme du complément possédent de grandes propriétés
chimiotactiques. En effet, en cas d’inflammation ce dernier peut favoriser I’adhésion et
la migration dirigée et transendothéliale des leucocytes afin que ceux-ci puissent
atteindre le site d’activation du complément dans les tissus [64, 65]. Il est également
reconnu que le C3a augmente la migration des cellules CD34" contenues dans la MO de
I’humain, ainsi que des cellules B et T de la souris, vers le SDF-1 [66]. Le récepteur de
cette molécule connu est le C3aR, et plus récemment le C5L2 tous deux des RCPG.
Mise a part cette activité chimiotactique, le C3a augmente aussi la migration de cellules
vers des chimiokines, tel le SDF-1, cependant, il a été démontré dans plusieurs études
que cet effet est indépendant de ses deux récepteurs, le C3aR et le C5L2 [66, 67]. Le
C3agesarg €St un produit de dégradation naturel du C3a. Son contact avec une
carboxypeptidase le prive son arginine terminale, ainsi que de I’effet anaphylatoxique du
C3a. Ce produit a aussi le potentiel de stimuler le chimiotactisme induit par le SDF-1
des cellules souches et précurseurs de la MO murine et humaine, ainsi que de la lignée B
[66]. De plus, il a été démontré que la présence de ces deux molécules, C3a et C3agesarg,
rendait les cellules REH (lignée de cellules leucémiques provenant d’un patient atteint

d’une leucémie lymphoblastiques aigué de type pré B) plus sensible a SDF-1 in vitro.
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1.6.2 Facteurs lipidiques favorisant la migration

Une autre molécule est reconnue pour favoriser la migration de cellules exprimant
le CXCR4 vers le SDF-1, le sphingosine-1-phosphate (SI1P), un glycolipide dont le
récepteur est un RCPG. Il existe cinq récepteurs au SI1P décrit, SIP1 a SIP5. SIP1 est
exprimé en grande quantité a la surface des lymphocytes T circulants. Cette expression
régule la prolifération, le chimiotactisme et la distribution tissulaire des cellules T suite a
son activation par le S1P [68]. Le SIP est biologiquement un médiateur lipidique. Il
régule 1’angiogenese, la stabilité vasculaire et la perméabilité. Au sein du systeme
immunitaire, un gradient de SIP entraine la circulation des cellules T et B. L’interaction
entre le S1P et son récepteur est requise pour la mobilisation des cellules immunitaires

hors des organes lymphoides [69].

De plus, un prétraitement des souris NOD/SCID avec un agoniste de S1P1, le
FTY720, entraine une domiciliation et transplantation des CSH a la MO et a la rate
[70]. Des études faites a partir de cet analogue du SI1P ont démontré qu’il favorisait la
migration transendothéliale ainsi que la domiciliation des cellules CD34" [70]. Le
FTY720 provient d’une herbe chinoise, Iscaria sincalarii, et d’ailleurs utilisé beaucoup
en médecine chinoise. Il améliore la survie de I’allogreffe chez I’humain autant que chez
les modeles animaux [71]. D’ailleurs, le FTY720 est documenté pour son efficacité sur
des modeles de néoplasie [72], d’athérosclérose [73], d’ischémie rénale [74-76], de
douleur [77], d’angiogenése [78] et des maladies pulmonaires [79]. Cependant, puisque
cette molécule est peu sélective, c’est-a-dire qu’elle se lie aussi au S1P3, S1P4 et S1PS,
elle occasionne des effets secondaires comme la bradycardie [80]. Il serait donc

intéressant de trouver une molécule plus sélective.

1.7 L’utilisation du modéle murin

Pour des considérations éthiques et pratiques, les chercheurs étudient souvent les

maladies en utilisant la culture cellulaire. Il est évident qu’un modele in vitro ne refléte
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pas la réalité d’un organisme complet. C’est pourquoi le modele murin est un systéme de

choix. En effet, plus de 80 % des mod¢les animaux utilisés sont de types murins.

1.7.1 Les avantages

Pourquoi utiliser la souris comme mod¢le? D’abord pour sa similitude génétique
avec I’humain; 99 % des genes de la souris ont leur homologue chez 1’humain [81].
Grace a cette homologie, il est facile d’étudier le fonctionnement des génes chez les
souris et de découvrir leurs rdles sur la sant¢ humaine par la suite. De plus, le
séquengage du génome offre un atout considérable quant a la création de modeles
d’études par modifications génétiques. Les souris génétiquement modifiées permettent
une analyse spécifique d'une maladie ou d'un traitement puisqu'elles peuvent tenir
compte des facteurs génétiques, de l'environnement et d’autres facteurs qui peuvent

interagir avec les organismes vivants a travers la durée de leur cycle de vie.

Cependant, ce mod¢ele a sa limite; les mutations chez la souris n’engendrent pas

toujours les mémes conséquences que les mutations correspondantes chez 1’humain.

1.7.2 Les différents fonds génétiques

Plusieurs modeles murins a différents fonds génétiques sont disponibles sur le
marché. Certains modeles sont plus appropriés a I’étude de certaines maladies que
d’autres. Notons d’abord le modele des souris NOD (nonobese diabetic). Elles sont
nommeées ainsi car elles sont portées a développer un diabéte de Type 1, c’est-a-dire
auto-immun engendré par les cellules T qui s’attaquent aux cellules béta du pancréas,
sécrétant I’insuline [5, 82, 83]. Toutefois, ces souris ne sont pas obeses comme c’est
souvent le cas chez un humain atteint de ce type de diabéte. Ce modele est caractérisé
par un déficit fonctionnel chez les cellules NK (natural killer) [84, 85], par une absence
des molécules du complément circulant (voir section 1.7.1) [86] et un défaut dans la
fonction et la différenciation des cellules présentatrices d’antigénes caus¢ par un déficit

de sécrétion d’IL-1 [83, 84, 87].
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Par la suite, aprés plusieurs croisements en série pour la mutation SCID sur des
souris a fond NOD, les souris NOD/SCID sont obtenues. Ce mod¢le apporte plusieurs
avantages, notamment pour les études sur les déficits immunitaires ou encore pour la
différenciation des cellules hématopoiétiques humaines. Tout d’abord, ces souris ne
développeront pas de diabéte, contrairement aux souris NOD [88]. De plus, ce modele
est homozygote pour la mutation SCID ce qui rend ses cellules NK et T non
fonctionnelles d’un point de vue immunitaire. Le systéme du complément ainsi que les
lymphocytes B sont également non fonctionnels chez ces souris. Les souris NOD/SCID

sont souvent utilisées pour des transplantations de cellules souches [89-91].

La mutation SCID, chez I’homme, est une déficience hématologique liée au
chromosome X est caractérisée par un arrét de la différenciation des lymphocytes T et
des cellules NK a un stade primitif. Ce blocage est causé par une mutation dans le gene
codant le yc, une sous-unité¢ partagée par les récepteurs de cytokine pour les
interleukines 2, 4, 7, 9 et 15. Ce récepteur est essentiel pour les progéniteurs lymphoides,
puisqu’il permet la transmission des signaux intracellulaires pour leur croissance, leur

survie et leur différenciation [92].

Derniérement, un nouveau modéle est arrivé sur le marché, les souris
NOD/SCIDyC" [93]. Ce modele, déficient pour la chaine yC (décrite ci-dessus) apporte
I’avantage d’étre dépourvu de cellules NK matures par 1’ablation du récepteur a 1’IL-2,
en plus de la déficience en cellule B et T que procure les fonds génétiques murins NOD
et SCID. Les souris NOD/SCIDyC™ sont le modele murin le plus immunodéficient

disponible présentement.

1.8 Conclusion, synthése

La prise de greffe est composée de plusieurs étapes : d’abord la domiciliation de la
CSH dans la MO, suivi de sa rétention a I’intérieur de la niche, puis de la repopulation
de la MO et de la reconstitution immunitaire. La domiciliation des cellules souches dans
la MO et sa repopulation est un phénomene encore mal compris, cependant, I’interaction

entre le récepteur CXCR4 et la chimiokine SDF-1 y joue un rdle essentiel. En effet, les
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cellules exprimant le CXCR4, les CSH et les précurseurs hématopoiétiques, dont les

cellules CD34", vont migrer vers le site de production du SDF-1, la MO.

Comme source de CSH ou de précurseurs hématopoiétiques dans un but de
transplantation, le SCO est une des plus prometteuses, cependant trop d’échecs a la prise
de la greffe surviennent dus a la quantité¢ limitée par greffon. Nous pensons que le
probléme dans le prise de greffe ne réside pas dans la quantité de cellules contenue dans
un SCO, mais est plutdt dit au fait que celles-ci ne parviennent pas a la MO.
L’optimisation de 1’étape de la domiciliation cellulaire pourrait pallier au probleme

d’insuffisance cellulaire.

1.9 But de I’étude

L’objectif de mon projet de recherche visait a8 comprendre le mécanisme de la
migration cellulaire dépendant de Dinteraction CXCR4/SDF-1 dans le but

d’améliorer le succes des prises de greffe a partir de SCO.
Pour réaliser notre objectif, il fallait:

1-  Décrire I’effet moléculaire sur CXCR4 de composés qui modulent positivement la
réponse migratoire vers SDF-1 (C3a et ses dérivés ainsi que le FTY720 et le SEW-
2871).

2-  Déterminer si ces composés interagissent directement avec CXCR4.

3-  Vdrifier si un probléme de prise de greffe ne serait pas intrinséque au cordon
utilisé, et s’il est possible de prédéterminer les capacités du greffon a cet effet.

4-  Caractériser I'importance de I’expression de CXCR4 sur les cellules CD34" de
SCO lors de leur domiciliation dans la MO.

En premier lieu, la réponse migratoire induite par des composés dérivés du
complément C3a (C3agesarg €t C3a70.77) ou bien du facteur lipidique S1P (SEW-2871) sur
la migration cellulaire a été observée. Les essais de migration ont été réalisés in vitro a
partir de cellules CD34" purifiées de SCO et de lignées de cellules B et T, les cellules

REH et les cellules CEM. Nous avons vérifié si ces composés avaient un effet agoniste
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propre sur ces lignées cellulaires et/ou s’ils modulaient la réponse de ces cellules vers
SDF-1. Ces informations aideront a concevoir des mimétiques pharmacologiques dans la
perspective d’un prétraitement du greffon pour la potentialisation de la prise de la greffe
apres transplantation de SCO. En effet, le C3ayy.77 est utilisé dans la perspective de
développer un prétraitement pharmacologique du greffon avec la plus petite molécule
active possible. De méme, que I'utilisation du C3agesarg, 1’arginine terminale en moins, ce
produit adopte une conformation beaucoup plus stable, et perd sa propriété
anaphylatoxique. En vue d’une utilisation clinique, I’effet anaphylatoxique est a éviter et
la stabilité moléculaire a souhaiter. Pour ce qui est de I'utilisation du SEW-2871, nous
pensions que cette molécule pouvait avoir des effets pharmacologiques intéressants,
puisque son analogue le FTY720 est connu pour favoriser la migration transendothéliale
ainsi que la domiciliation des cellules CD34 " [70]. Par contre, contrairement au FTY 720,
la molécule SEW-2871 est beaucoup plus sélective pour SIP1. Cela pourrait éviter les
effets indésirables apparaissant suite a 1’utilisation du FTY720 occasionnés par la non-

sélectivité de ce dernier.

En second lieu, la liaison directe sur CXCR4 des composés utilisés a été étudiée en
utilisant la méthode du BRET (bioluminescence resonance energy transfer) ainsi que la
cytométrie en flux. Nous pensions que la modulation favorable de la réponse migratoire
engendrée suite a leur utilisation était dépendante de CXCR4, et qu’une liaison directe

sur CXCRA4, conjointe ou non avec le SDF-1 serait a I’origine de cette réponse.

Ensuite, pour 1’évaluation de la prise de greffe in vivo, un modele murin a été
utilisé, des souris NOD/SCIDyC". Ce mod¢ele a servi a I’évaluation des propriétés
intrinséques des différents cordons sur la prise de greffe autant qu’a 1’évaluation de
’expression de CXCR4 sur des cellules CD34" de SCO lors de leur domiciliation a la
MO. Nous supposions que la prise de greffe était intrinséque au cordon utilisé. La
corrélation de celle-ci avec les migrations in vifro ainsi qu’avec la quantification du
nombre de CXCR4 exprimé a été évaluée en vue d’une prédétermination qualitative du
greffon. En effet, si un cordon qui migre peu n’occasionnait pas une prise de sa greffe, et
que ceci corrélait avec un faible niveau d’expression du récepteur CXCR4 en surface des
cellules CD34" de ce SCO, cela permettrait aux cliniciens de choisir les cordons dont il

résulterait une transplantation réussie.
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Pour I’évaluation de I’'importance du niveau d’expression de CXCR4 lors de la
domiciliation a la MO, une méthode de cytométrie en flux quantitative a été¢ employée.
La quantification du nombre de récepteurs a été effectuée tout au long de Ia
reconstitution immunitaire de souris NOD/SCIDyC’, suite a une transplantation de
cellules CD34" de SCO. Bien que le role de CXCR4 soit essentiel dans le processus de
prise de greffe, ces expériences ont permis d’analyser I’impact de la quantité de CXCR4

exprimé en surface des cellules CD34" de SCO lors de leur domiciliation.



2. MATERIEL ET METHODES
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Purification des cellules CD34" de cordon ombilical

Le consentement de la mere est requis pour 1’utilisation du sang de cordon que ce
soit pour la recherche ou une transplantation. Le sang apres extraction du cordon
ombilical est conservé dans une poche stérile avec héparine. Nous recevons les poches
de sang de la banque de sang de 1’hopital Sainte-Justine, un ou deux jours suivant
I’accouchement. Les poches de sang peuvent étre conservées a température piece ou a
4°C jusqu’a la purification des cellules CD34". Pour la purification des cellules CD34",
le sang est d’abord dilué 1/3 dans une solution de PBS-héparine 0,6 % (Sigma). Ensuite,
il est déposé sur une solution de Ficoll (GE) et centrifugé durant 30 minutes a
température piece, sans frein a 1800 rpm (rotation par minute). La couche de cellules
nucléées est récupérée, diluée dans la solution PBS-héparine 0,6 % et centrifugée a 1800
rpm a température picce, quatorze minutes avec frein. Le culot a concentration cellulaire
de 1x10® cellules/300pl est resuspendu dans une solution de PBS-Héparine 0,6 %-BSA
0,5 % dégazéifiée. Les cellules resuspendues sont incubées trente minutes a 8 °C avec
des billes magnétiques couplées a des anticorps anti-CD34, 100ul/1x10° cellules
(Miltenyi Biotec). La suspension est centrifugée cinq minutes a 4 g, pour enlever le
surplus de billes (le surnageant). Le culot est resuspendu dans une solution de PBS-
Héparine 0,6 %-BSA 0,5 % dégazéifié. Les cellules sont par la suite filtrées dans une
colonne aimantée (Miltenyi Biotec). Les cellules portant I’antigene CD34 sont aimantées
a la colonne. Une double purification est effectuée (colonnes 25MS et 25LS, Miltenyi
Biotec) (figure 7). Les cellules CD34" purifiées sont comptées sur un hémacytométre et

congelées dans 1’azote liquide dans une solution de SVF 50% DMSO.
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Figure 7. Purification des cellules CD34" de sang de cordon ombilical. Schéma
illustrant I’isolation des cellules CD34" provenant d’un SCO. Les cellules nucléées
sont d’abord isolées sur Ficoll, puis récupérées et incubées 30 minutes a huit degrés
Celcius avec des billes magnétiques couplées a un anticorps anti-CD34. Les
cellules subissent ensuite une double purification sur colonne aimantée. Les

cellules CD34" sont ensuite récupérées lorsque la colonne est retirée de I’aimant.

Figure 8. Plaque de migration.
Plaque Chemotx de Neuroprobe
utilisée pour la migration cellulaire.

Migration cellulaire

Les essais de migration cellulaire in vitro ont été réalisés a I’aide de plaques de 96
puits (Chemotx, NeuroPobe Inc., Gaithersburg, MD, USA) (figure 8). Le milieu de
migration utilisé est une solution de RPMI 1640 + 0,2 % de BSA (Sigma Aldrich). Dans
les puits inférieurs, les concentrations respectives de stromal cell dérived factor-1 (SDF-
1) (R&D systems) ont été déposées dans un volume total de 29ul. Une membrane
constituée de pores de cinq microns sépare les cellules du chimioattractant. Les cellules
y sont déposées a raison de 2,5 X10* cellules/puits de 25pul. La migration s’est effectude

durant trois heures dans un incubateur a 37 °C + 5 % CO,. Ensuite, les cellules qui ont
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passées la membrane et se sont retrouvées dans le puits inférieurs sont comptées sur un

hémacytometre (figure 9). Chacune des migrations a été effectuée en triplicata.
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Figure 9. Expérience de migration cellulaire. Schéma illustrant la méthode de la

migration cellulaire sur les plaques chemotx (neuroprobe). Les cellules sont
déposées sur une membrane aux pores de 5 microns. La chimiokine est déposée
dans les puits inférieurs. Suite a une incubation de trois heures a 37°C les cellules

ayant traversées la membrane sont comptées sur un hémacytometre.

Méthode de BRET (bioluminescence resonance energy transfer)

Pour effectuer cette technique, il faut fusionner la partie C-terminale d’un RCPG a
la Rénilla luciférase (Rluc) et I’autre partenaire d’interaction a la YFP et co-exprimer les
protéines de fusion dans des cellules vivantes. Nous utilisons des cellules HEK293T
transfectées de fagon transitoire avec des constructions permettant 1’expression de
CXCR4 fusionnée a la YFP (HA-Flag-CXCR4-YFP) et a la luciférase (HA-Flag-
CXCR4-RLuc) par la méthode de polyethylenimine [94]. Ceci permet 1’expression d’un
dimere CXCR4 couplé a ’'une et a ’autre de ces molécules. Les cellules transfectées
sont déposées a confluence de 80% dans une plaque de 96 puits au fond translucide
préalablement traitées a la poly-D-lysine. Les cellules sont stimulées avec différents
ligands durant cing minutes a 37°C, puis le substrat de la luciférase, la coelenterazine a
concentration de 5uM est ajouté. Suite a I’ajout de la coelentérazine H, 1’énergie

produite suivant son oxydation par la Rluc est transférée a I’accepteur YFP qui émettra
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alors de la fluorescence (figure 10). Un signal de BRET est mesuré si les protéines
fusionnées au donneur et a I’accepteur interagissent si la distance entre eux est réduite a
100A ou moins. Le signal de BRET est déterminé par le ratio d’émission YFP/LUC. Les
valeurs sont corrigées par la soustraction du bruit de fond correspondant a 1’émission

seul du récepteur couplé a la luciférase. Chaque condition est effectuée en triplicata.
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Figure 10. Principe de la méthode de BRET. Deux protéines (ou récepteurs) sont
fusionnées respectivement a une molécule de YFP et une molécule de Rluc. Suite a
I’ajout de la coelentérazine, la molécule de luciférase émet de la luminescence. Si
les deux protéines sont a moins de 100A, 1’énergie produite est transférée a la YFP
qui émettra alors de la fluorescence. Le signal de BRET correspond au ratio

fluorescence/luminescence émise. [95]

Méthodes d’injection

Pour toutes études faites sur des animaux, un protocole doit étre diment rempli et
présenté au comité CIBPAR, qui veille aux bonnes pratiques sur les animaux de
laboratoire ainsi qu’aux considérations éthiques du projet. Si au cours de I’expérience,
les souris démontrent un quelconque signe de souffrance, nous devons les sacrifier. Pour
la greffe, nous avons utilisé des souris NOD/SCIDyC" irradiées a trois Grays six a douze
heures avant I’injection. (L’irradiation cause un dommage cellulaire qui entraine la

relaiche de SDF-1 favorisant la prise de la greffe [13, 96]). Nous avons injecté en
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intraveineux 1x10° cellules CD34" purifiées provenant de sang de cordon ombilical
préalablement incubées cinq heures a 37°C + 5% CO, avec les facteurs
hématopoiétiques suivants : 50ng/ml SCF (stem cell factor), 10ng/ml IL-3
(interleukine-3), 50 ng/ml FIt3 (FMS-like tyrosine kinase 3) et 25ng/ml TPO

(thrombopoiétine).

L’injection intra-osseuse s’effectue dans les fémurs. Les souris sont anesthésiées
par inhalation d’isofurane. Nous pergons d’abord un trou dans le fémur au niveau du
genou avec une aiguille 25G5/8. Ensuite, nous retirons cette aiguille et y déposons les

composés ou le PBS (controle) a I’aide d’une aiguille a insuline.

Cytométrie en flux

La cytométrie en flux consiste principalement a distinguer les différents types
cellulaires présents dans un échantillon donné. Les cellules sont séparées selon leur
masse, leur fluorescence et leur charge électrique. Pour isoler les cellules désirées, il
suffit de placer dans notre échantillon un anticorps spécifique des antigenes qu’elles
présentent (figure 11). Cet anticorps doit étre couplé a un fluorochrome qui, suite au

passage devant le faisceau laser, sera détecté par la machine.

Figure 11. Cytométrie en
flux. Figure illustrant la
séparation cellulaire
effectuée par la méthode
de cytométrie en flux. La
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Les cellules analysées ont préalablement été incubées trente minutes a 4 °C en
présence de 1’anticorps désiré dans une solution de PBS-FBS 2 %. Chaque marquage a
¢té accompagné d’un marquage au 7-AAD (7-Amino-actinomycin D), qui permet
d’éliminer les cellules mortes lors de notre analyse. Pour les marquages intracellulaires,
nous avons fixé les cellules a I’aide de formaldéhyde 3,7 %, avant leur perméabilisation
avec une solution de PBS-triton X-100 0,1 %, suivi par le marquage. La quantification
du nombre de récepteurs CXCR4 a nécessité 1’anticorps anti-CXCR4-PE (clone 12GS5,
BD Biosciences) utilisé a une concentration saturante de 20ul/1x10° cellules, et
Iutilisation du Phycoerythrin Fluorescence Quantification Kit (QuantiBRITE™, BD

Biosciences, Mississauga, ON, Canada).

Isolement et culture des cellules de moelle osseuse de souris

Les cellules provenant des fémurs de souris C57BL/6 sont récupérées par €lution
avec une solution de D-PBS froid. Les cellules extraites sont passées au travers une
membrane de nylon de 40 microns (BD Bioscience, Bedford, MA) et comptées avec 3 %
d’acide acétique (lyse des globules rouges), 0,025 % de solution cristal violet (identifie
les cellules mortes). Les cellules sont ensuite mises en culture a confluence de 4X10°
cells/ml dans un milieu de a-MEM 15 % sérum de veau feetal (SVF) contenant 100 U/ml
de pénicilline/streptomycine. Le milieu est changé aux sept jours. Les cellules stromales
mésenchymateuses recherchées adhérent au plastique du puits aprés quatorze jours. Elles
sont par la suite remises en culture a grande confluence pour expansion. Les cellules
stromales doivent étre utilisées avant d’avoir atteint la 10° génération. Pour la
récupération d’ostéoblastes, les os sont coupés dans le sens de la longueur et mis dans
des plaques de culture de 100 mm de diameétre dans un milieu de D-MEM 10 % SVF
100 U/ml pénicilline/streptomycine. Les ostéoblastes sont obtenus apres dix jours de

culture.
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Coculture entre les cellules CD34" et les cellules de moelle murine (figure 12)

Les cellules stromales mésenchymateuses de souris sont mises en culture de facon
a atteindre une confluence de 100 % deux jours plus tard. Les cellules CD34 " de sang de
cordon ombilical sont incubées cinq heures avant la mise en coculture a 37 °C + 5 %
CO; avec les facteurs hématopoiétiques suivants : 50 ng/ml SCF (stem cell factor),
10 ng/ml IL-3 (interleukine-3), 50 ng/ml Flt3 (FMS-like tyrosine kinase 3) et 25 ng/ml
TPO (thrombopoiétine). Pour la coculture, les cellules CD34 " sont resuspendues dans un
milieu de D-MEM 10 % SVF 100 U/ml pénicilline/streptomycine et mises en contact

avec les cellules de stroma murin.

Cellules 0034/—\ = \ I
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Figure 12. Méthode de coculture entre les cellules CD34" et les cellules de la
MO murine. Des cellules CD34" issues de SCO sont mises en coculture avec des
ostéoblastes et/ou des cellules stromales provenant de la MO de souris C57BL6.
Les cellules CD34" sont soit mises directement en contact avec les cellules de la

MO murine, soit séparées de celle-ci par une membrane de 0,8 micron.



3. RESULTATS ET DISCUSSION
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3.1 Modulation par le C3a et ses dérivés

Le C3a, composante de la cascade du complément, agit en tant que
chimioattractant sur les neutrophiles en dirigeant leur migration vers les sites
d’inflammation [64, 65]. Cette composante, telles que les chimiokines, lie des RCPG
(appelés C3aR et C5L2) [66, 67]. 11 a aussi été¢ démontré que cette petite molécule (ainsi
que son produit de dégradation, le C3agcsarg) avait la propriété d’accroitre la proportion
des cellules B, ainsi que des cellules CD34" répondant au chimiotactisme induit par
SDF-1 [66]. Le C3agesarg st un produit de dégradation naturel du C3a, dépourvu de son

arginine terminale, ainsi que de I’effet anaphylatoxique du C3a.

L’effet agoniste du C3a sur les neutrophiles lors d’une réponse inflammatoire est
bien documenté, toutefois, son action modulatoire sur la migration vers SDF-1 I’est
beaucoup moins. Nous souhaitons élucider le mécanisme moléculaire a 1’origine de cet
effet. Pour ce faire, nous observerons de quelle fagcon le C3a et ses dérivés modulent la
réponse migratoire dépendante de CXCR4/SDF-1. En effet, il y a deux fagons de
moduler une réponse migratoire, soit en variant la sensibilité a la chimiokine, soit en
modifiant la proportion de cellules répondant au stimulus. Dans un premier temps, nous

vérifierons si le C3a et ses dérivés ont un effet agoniste sur les leucocytes.

L’effet du C3a et de ses dérivés, le C3agesarg €t le C3azo.77, a été observé sur la
migration in vitro de lignées hématopoictiques. Les expériences de migrations sont
effectuées a 1’aide de plaques Chemotx (BD bioscience). Le peptide C3az.77,
représentant les huit derniers acides aminés du C3a, est la partie active de la molécule du
C3a interagissant avec le récepteur C3aR [1]. Les lignées hématopoiétiques employées
pour les essais de migrations sont les suivantes; les cellules CEM (lignée de cellules
leucémiques LLA de type T), les cellules REH (lignée de cellules leucémiques LLA de
type pré B) et les cellules CD34" issues de sang de cordon ombilical (SCO). L’utilisation
des lignées est requise, car les cellules de SCO sont tres précieuses, la quantité de SCO
disponible pour la recherche étant limitée. Le choix de ces lignées particulieres est
justifié car elles ont déja été¢ employées pour ce genre d’étude. En effet, les cellules REH
ont été utilisées précédemment pour des essais de migration in vitro [66], quant aux

cellules CEM, elles ont aussi déja été employées pour des essais de chimiotactisme
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dépendant de CXCR4. [97]. De plus, puisque nous utilisons une lignée T et une lignée

B, nous pouvons observer I’effet des composés sur différentes lignées lymphocytaires.

3.1.1 Effet agoniste du C3a et de ses dérivés seuls sur les trois types cellulaires

Tout d’abord, nous avons vérifié si le C3a et ses dérivés pouvaient a eux seuls (en
tant qu’agonistes) entrainer la migration dirigée de nos différentes lignées cellulaires
hématopoiétiques. Ainsi, nous pourrons déterminer si 1I’effet modulateur du C3a sur la
migration cellulaire vers SDF-1 est réellement dépendant de CXCR4, ou si le C3a et ses

dérivés possedent une activité propre sur ces types cellulaires.

Les figures 13 a 15 illustrent 1’effet agoniste qu’exercent le C3a et ses dérivés
(C3agesarg €t C3az0.77) sur les cellules CEM, REH et CD34" de SCO. Nous constatons
que, seules, les différentes molécules dérivées de la composante du complément C3a

n’ont pas d’effet agoniste sur la migration des lignées hématopoiétiques employées.
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Figure 13. Effet agoniste du C3a;)_7; sur les cellules CEM. Migration de cellules
CEM vers un gradient de SDF-1 ou vers un gradient de C3a7¢.77 selon les doses

indiquées. (n=1)
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Figure 14. Effet agoniste des différentes molécules dérivées du complément
C3a sur les cellules REH. Migration de cellules REH vers un gradient de SDF-1,

C3a, C3agesarg 0u C3a70.77 selon les concentrations indiquées. (n=1)
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Figure 15. Effet agoniste du complément C3a et C3a;)_7; sur les cellules CD34
de SCO. Migration de cellules CD34" issues d’un méme SCO vers un gradient de

SDF-1, C3a ou C3ay¢.77 selon les concentrations indiquées. (n=1)

L’effet agoniste possible du C3a et du C3agesarg sur les cellules CEM, ainsi que
celui du C3agesarg sur les cellules CD34" de SCO devra aussi étre vérifié. Cependant,
suivant la tendance des résultats présentés ci-dessus, nous pensons que les expériences
de migrations qui n’ont pas encore été effectuées ne réveleront pas d’effet agoniste de

ces composés sur ces types cellulaires (voir discussion ci-dessous).

3.1.2 Effet du C3a et de ses dérivés sur la migration des trois types cellulaires vers

SDF-1

Puisque le C3a et ses dérivés n’avaient pas d’effet agoniste sur ces trois types
cellulaires, nous avons observé si ceux-ci modifiaient la réponse migratoire des mémes
lignées (CEM, REH et CD34" de SCO) vers SDF-1. Nous pensons que ces composés,
C3a, C3agesarg €t C3azo77, amélioreront la sensibilité des cellules au SDF-1 et/ou
accroitront la proportion de cellules mobilisées. L’augmentation de la sensibilité serait

démontrée par un déplacement vers la gauche de la courbe dose-réponse de SDF-1.
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3.1.2.1 Effet du C3a et de ses dérivés sur la migration de cellules CEM vers
SDF-1

En premier lieu, nous avons observé I’effet modulatoire sur la migration des
cellules T. La figure 16 montre des expériences de migrations de cellules CEM vers

SDF-1 en présence du C3azo.77 (1pM), du C3agesarg, 0u du C3a (100nM).
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Figure 16. Expérience de migrations des cellules CEM en présence de
molécules dérivées du complément C3a. A) Migrations de cellules CEM vers un
gradient de SDF-1 en présence ou absence de 1uM C3ay.77. (n=2) B) Migrations
de cellules CEM vers un gradient de SDF-1 en présence ou absence de 100nM
C3a ou C3agesarg. (n=2) La tendance de 100nM C3a a diminuer le pourcentage de

cellules mobilisées vers 1nM SDF-1est statistiquement non significative.
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Pour ces expériences de migrations, nous avons utilisé des concentrations élevées
afin de s’assurer de détecter un éventuel effet. Le 100nM utilisé pour le C3a et le
C3agesarg,, correspond a une dose de chimiokine pouvant déclencher des réponses
maximales. Pour le peptide, nous avons utilisé¢ des concentrations plus fortes, car les

fragments peptidiques des ligands protéiques ont des activités a ces concentrations

[98].

Ces expériences montrent que les cellules CEM migrent a un maximum de 20%
vers SDF-1, lorsque ce dernier est a InM (figure 16). Ce pourcentage est suffisant pour
observer les effets recherchés, c¢’est-a-dire une augmentation de la sensibilité et/ou une
hausse du pourcentage de cellules mobilisées. Un taux de migration trop important lors
des conditions contréles masquerait ’augmentation qu’un dérivé du C3a pourrait
apporter sur cette réponse migratoire, de méme qu’inversement, une migration trop
faible vers SDF-1 masquerait la diminution que pourrait apporter le C3a ou ses dérivés.
Toutefois, aucun effet significatif sur la migration des cellules CEM vers SDF-1, n’est
constaté par I’ajout du C3a et de ses dérivés, C3agesarg €t C3a79.77, comparé a la migration
contrdle. Cependant, la proportion de cellules CEM migrant vers 1nM SDF-1 tend a
diminuer en présence de C3a. Il faudra refaire cette expérience pour confirmer cette

tendance.

3.1.2.2 Effet du C3a7.77 sur la migration des cellules REH

Ensuite, nous avons ¢tudié I’impact de la présence du C3a;y.77 sur la migration des
cellules de la lignée LLA pré B vers SDF-1 (figure 17). Nous devrons effectuer les
expériences de migrations des cellules REH en présence du C3a et du C3agesarg VErs
SDF-1. Cependant, ces derni¢res ont été réalisées par 1’équipe du Dr. Silberstein (voir

section discussion).
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Figure 17. Expérience de migrations des cellules REH en présence de C3ay,.
77. A) Migrations de cellules REH vers un gradient de SDF-1 en présence ou
absence de 1uM C3azp.77. (n=3) B) Migrations de cellules REH vers un gradient
de SDF-1 en présence ou absence de 50 ou 100uM C3az¢.77. (n=2)

La figure 17A montre que le C3a7y.77 ne modifie pas la migration des cellules B
vers SDF-1. Nous avons alors augmenté les concentrations de C3azy.77 a 50 et 100uM,
pour vérifier si I’absence d’effet pourrait étre due a une dose de peptide insuffisante
(figure 17B). Le C3ayy.77 concentré a 1, 50 ou 100uM, ne modifie pas de facon
considérable la migration dirigée des cellules B vers SDF-1 comparer aux migrations

contrdles (figure 17A et B).
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3.1.2.3 Effet du C3a et de ses dérivés sur la migration des cellules CD34"

Finalement, nous avons étudié¢ 1I’impact de la présence du C3a et de ses dérivés sur
la migration des cellules CD34" issues de SCO vers SDF-1. Chacune des expériences

indépendantes suivantes a été réalisée a partir de cellules issues du méme SCO.

La figure 18 montre des expériences de migrations avec du C3a et du C3agesarg @
100nM et du C3ay.77 a des concentrations de 50 et 100uM sur les cellules CD34" de
SCO.
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Figure 18. Expérience de migrations des cellules CD34" de SCO en présence
de molécules dérivées du complément C3a. A) Migration de cellules CD34" vers
un gradient de SDF-1 en présence ou absence de 100nM C3agesarg (n=1) B)
Migrations de cellules CD34" vers un gradient de SDF-1 en présence ou absence
de 50 (n=2) et 100uM C3ayg.77 (n=1) C) Migrations de cellules CD34" vers un
gradient de SDF-1 en présence ou absence de 100nM C3a. (n=2)
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Pour les expériences de migrations effectuées avec les cellules CD34" de SCO, le
point culminant de migration se retrouve a 10nM de SDF-1, ce qui differe des deux autres
lignées cellulaires utilisées (REH et CEM), qui eux montraient un maximum de migration
a InM. Les différentes lignées cellulaires ont donc différents niveaux de sensibilité au
SDF-1. La présence de C3agesarg montre une tendance a diminuer la réponse migratoire
des cellules CD34" de SCO vers le SDF-1 (figure 18A). Cette tendance est non-
significative, car cette expérience n’a été réalisée qu’une seule fois. La présence du C3a,
en revanche, rend les cellules beaucoup plus sensibles au SDF-1 (figure 18C). Cette
hausse de sensibilité est observée par un déplacement vers la gauche de la courbe dose-
réponse. Toutefois, les cellules CD34" sont moins sensibles au SDF-1 que les lignées
lymphoblastiques. La hausse de leur sensibilité, due au C3a, ne les rend pas plus
sensibles au SDF-1 que les autres lignées cellulaires étudiées, c’est-a-dire que le plus fort

pourcentage de cellules ayant migrées est vers 1nM SDF-1.
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Composés C3a C3agesarg C3ay.17
Cellules

CEM l — —
(lignée de
cellules T)

REH @ @ >

(lignée de
cellules B)

CD34" de 1 la l )
SCO I
sensibilité

Tableau 3. Tableau comparatif de ’effet du C3a et de ses dérivés sur trois
types cellulaires. Tableau comparatif de la présence de C3a, C3agesarg 0u C3a79.77
sur la proportion de cellules mobilisées et la sensibilité vers SDF-1 des cellules T
(CEM), des cellules B (REH) et des cellules CD34" de SCO. 1 = augmente, | =

diminue, @ = n’a pas été effectuée, <> = aucun effet.

Nos résultats sur 1’étude de la modulation de la migration vers SDF-1 via CXCR4
démontrent que les modulations par les dérivés du C3a observées, dépendent de la lignée
cellulaire employée. De plus, la proportion moyenne des cellules mobilisées dépend
aussi de la lignée cellulaire utilisée. Par exemple, I’expérience de migration en présence
de C3agesarg tend a démontrer une baisse de la réponse a SDF-1 chez les cellules CD34",
mais n’a pas d’effet sur la migration des cellules CEM. En présence de C3a, les cellules
CEM migrent & plus grande proportion vers SDF-1, mais les cellules CD34" en présence
de cette composante du complément deviennent plus sensibles a cette chimiokine. Quant
au C3ayo.77, il n’a aucun effet marquant sur I’ensemble des lignées que nous avons

étudiées.

3.1.3 Liaison directe du C3a sur le CXCR4

Nos expériences de migrations ont démontré que le C3a et ses dérivés ne peuvent

induire une migration des cellules exprimant CXCR4 s’ils ne sont pas combinées au
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SDF-1. Cela suggere que le C3a pourrait intervenir directement sur la liaison entre le
CXCR4 et le SDF-1. Par exemple, le C3a pourrait se lier simultanément avec SDF-1 sur
CXCR4, ce qui changerait la conformation du récepteur de maniére a favoriser

davantage la réponse migratoire (figure 19).

A) B)

T\

Réponse Transcription Réponse Transcription
migratoire de génes cibles migratoire de genes cibles

Figure 19. Hypothéses de liaison du C3a sur CXCR4. A) Le C3a lie un
monomere du dimeére CXCR4, alors que SDF-1 lie I’autre, ce qui change la
conformation du dimére et augmente la réponse migratoire. B) Le C3a lie SDF-1
qui lui, lie CXCR4, ce qui change la conformation du dimeére et augmente la

réponse migratoire.

Pour vérifier cette hypothése, nous avons utilis¢é deux méthodes différentes, le
BRET et la cytométrie en flux. Le BRET (bioluminescence resonance energy transfer)
est un phénomene naturel chez les animaux marins tel que la Renilla reniformis [99]. 1l
s’agit d’'une méthode biophysique de transfert d’énergie par résonance. L’efficacité du
transfert d’énergie par résonance dépend de 1’orientation et de la distance qui sépare les
partenaires [100]. Cette méthode est un excellent outil pour 1’étude de la dimérisation ou

I’observation des changements conformationnels des RCPG dans des cellules vivantes

[101].
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Nous avons effectué le BRET avec des cellules HEK transfectées de fagon
transitoire pour exprimer un récepteur CXCR4 fusionné a Rluc et un CXCR4 fusionné a
la YFP. Puisque CXCR4 forme un homodimere constitutif, les molécules de Rluc et de
YFP se retrouveront a proximité. Le BRET net est déterminé par le ratio
fluorescence/luminescence. Un changement conformationnel, menant a un changement
de BRET, témoigne souvent de la liaison d’un ligand. La figure 20 représente le BRET
émis par ’homodimere CXCR4, en fonction de la concentration de SDF-1. La courbe
contrdle, en noir, montre le BRET net obtenu lorsque I’homodimére CXCR4 se retrouve
en présence de SDF-1. La courbe en rouge différe de celle en noir par I’ajout du C3a
(110nM). Cette expérience de BRET nous permet de vérifier si le C3a augmente la
sensibilité du récepteur au SDF-1, et si le C3a seul se lie a CXCRA4. Si cela était le cas,
nous devrions observer un déplacement de la courbe en rouge vers la gauche par rapport

a la courbe en noir, ou bien détecter des signaux de base altérés.
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Figure 20. Expérience de BRET en réponse a différentes doses de SDF-1 sur
I’homodimére CXCR4 en présence ou absence de C3a. BRET émis par
I’homodimére CXCR4, en fonction de la concentration de SDF avec ou sans

la présence de 110nM C3a.

La figure 20 montre qu’avec ou sans C3a, le méme signal est émis (courbe

identique dans les deux cas), ce qui indique qu’il n’y a pas de changement de
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sensibilité¢ détectable du récepteur au SDF-1, a la suite de 1’ajout du C3a. Pour
complémenter ces observations par une autre technique, nous avons effectué¢ un test de
liaison compétitive pour CXCR4 afin de déterminer si le C3a pouvait lier directement

CXCR4.

L’expérience de cytométrie en flux ci-dessous a été effectuée sur des cellules
REH qui expriment CXCR4. Bien que nous n’ayons pas effectué d’expériences
migratoires du C3a sur les cellules REH, d’autres équipes 1’avait réalisée et ont
démontré une hausse de la proportion de cellules mobilisées [66]. Le choix de cette
lignée cellulaire est aussi justifi¢ par son abondance et sa facilité de culture. Nous
avons incubé les cellules avec des concentrations saturantes de SDF-1 (200nM) ou de
C3a (100uM). Ensuite, un anticorps anti-CXCR4 (clone 12G5) couplé au
fluorochrome PE (phycoerythrine) a été ajouté. Par compétition la présence de SDF-1
devrait bloquer la liaison de I’anticorps anti-CXCR4. De méme, si le C3a se lie

directement au CXCR4, celui-ci devrait aussi bloquer la liaison de I’anti-CXCR4.

La figure 21A montre le résultat obtenu lorsque les cellules sont incubées avec
I’anti-CXCR4 (contrdle). A la figure 21B les cellules REH sont incubées avec le SDF-
1, et mises en présence de 1’anti-CXCR4. Tel que présumé, la liaison du SDF-1 sur
CXCR4 empéche la liaison de I’anticorps. A la figure 21C, les cellules sont d’abord
incubées avec du C3a avant d’étre mises en présence de I’anti-CXCR4. Puisque la
détection en présence de C3a (figure 21C) est semblable au résultat controle (figure
21A), nous concluons que le C3a ne lie pas CXCR4. 1l serait par contre important de
refaire cette expérience a partir de cellules CEM et CD34" qui ont démontré une
réponse migratoire altérée en présence du C3a (tableau 3). Par contre, il demeure
possible que le C3a lie directement CXCR4, mais de facon a permettre aussi la liaison
de ’anticorps. Cependant, puisque le C3a est une molécule de grande taille (9000 Da),
cela est peu probable. Pour confirmer que le C3a ne lie pas directement le CXCR4,
nous pourrions refaire cette expérience en utilisant un anti-CXCR4 reconnaissant un
autre épitope que la deuxieme boucle extracellulaire de CXCR4 reconnu par le clone

12G5 [102].
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Figure 21. Expérience de cytométrie en flux avec I’anticorps CXCR4 sur des
cellules REH préincubées avec du SDF-1 ou du C3a. A) Des cellules REH sont
incubées avec I’anticorps anti-CXCR4 (12G5). B) Des cellules REH ont été
préincubées avec du SDF-1 a concentration saturante de 200nM, et ensuite avec
I’anticorps anti-CXCR4. C) Des cellules REH sont incubées avec du C3a a
100uM, et ensuite avec I’anticorps anti-CXCR4.

Notre hypothese n’étant pas supportée par nos résultats, un autre mécanisme que
la liaison directe au CXCR4 pourrait étre a I’origine de la stimulation migratoire
dépendante de CXCR4/SDF-1 par le C3a. Nous pensons alors a une
hétérodimérisation entre le CXCR4 et un récepteur du C3a, tel que le C3aR ou le
C5L2.

47
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3.1.4 Effet in vivo du C3agesarg sur les cellules CD34"

En parall¢le aux essais de migrations in vitro, nous avons analys¢ les effets in vivo
sur la prise de greffe du C3a. La prise de greffe est le processus conduisant a la
repopulation de la MO et a la reconstitution immunitaire complete. Ce processus
nécessite la domiciliation et la rétention des CSH dans la MO. Nous avons utilisé le

desare POU. XpEri 1 in vivo, di & xique.
C3agesarg poUr nos expérimentations di a son absence d’effet anaphylatoxique

Nous avons utilis¢é des souris NOD/SCIDyC  préirradiées a trois Grays.
L’irradiation a pour effet d’éliminer toutes traces résiduelles du syst¢eme immunitaire
chez I’hdte et donc de favoriser la prise de la greffe [13, 96]. De plus, I’irradiation
entraine un dommage a I’ADN des cellules endothéliales, des ostéoblastes et autres
cellules de la MO qui occasionne une augmentation de la production de SDF-1 et donc
améliore la prise de la greffe [53]. Les souris ont été injectées avec du C3agesarg A
différentes doses dans les fémurs. Une heure apres I'injection du C3agesarg,, NOUS avons
injecté IV (intraveineuse) des cellules CD34" de SCO purifiées, pour simuler une
transplantation. Aprés une semaine, les souris ont été sacrifiées et les cellules exprimant
le marqueur CD45 humain retrouvées dans la MO des pattes arriere des souris ont été
comptées. Le CD45 est un antigéne présent sur tous les leucocytes. Nous avons analysés
les cellules qui étaient CD45" plutdt que les cellules CD34", car aprés une semaine les
cellules ont amorcé leur différenciation (ce qui meéne a la perte de I’expression de CD34,
mais a I’expression de CD45). Nous avons donc observé la prise de la greffe, plutot que
la domiciliation, puisque la reconstitution immunitaire était déja amorcée. Nous avons
sacrifié trois souris pour chacune des doses. La figure 22 ci-dessous montre les résultats

obtenus suite a cette expérience.
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Figure 22. Injection 10 de C3agesarg dans des souris NOD/SCIDyC'. Des souris
préirradiées a trois Grays ont été injectées avec du C3agesarg @ différentes doses
dans les fémurs et injectées de fagon intraveineuse avec 1x10° cellules CD34" de
SCO. Les souris ont été sacrifiées une semaine plus tard et les hCD45" retrouvées
dans la MO des pattes ont été comptées. Une régression linéaire est significative
entre les différentes concentrations de cellules hCD45" retrouvées pour chacune
des doses de C3agesarg injectées (P<0,05). Un test ANOVA (Dunnett) entre les
nombres de cellules hCD45" retrouvées aux différentes doses révéle une valeur

significative entre la dose 0 et S5uM (P<0,05).

La prise de greffe est favorisée par la présence de C3agesarg dans 1’os de maniere
dose-dépendante (figure 22). En effet, une analyse de la régression linéaire a révélé une
valeur de P significative a 0,023. Un test statistique ANOVA a aussi été effectué entre
les différentes doses et a révélé une différence significative entre la dose 0 et la dose de

55uM pour un P=0,013. Le C3agesarg @ donc un effet systémique sur la prise de greffe.

Nous avons alors voulu vérifier si la présence locale du C3agesarg pouvait avoir un
effet marqué sur la prise de greffe. Nous avons alors répété 1’expérience ci-dessus, mais
en injectant seulement trois souris avec 10ul de C3agesarg dans un fémur et 10pl de PBS
dans la patte controlatérale. La patte controlatérale a été injectée avec le PBS, en tant

que controle, par souci que le dommage a I’os occasionné par I’injection n’augmente la
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production du SDF-1, et par ce fait, augmente la prise de la greffe. Nous avons sacrifié
les souris aprés une semaine et avons mesuré, par cytométrie en flux, le nombre de
cellules CD34" et CD45" humaines retrouvées séparément dans chacune des pattes. Si
I’effet du C3agesare €tait locale, nous devrions retrouver davantage de cellules humaines

dans la patte injectée avec du C3agesarg que dans la patte injectée avec le PBS.
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Figure 23. Injection 10 de C3agesarg dans un fémur de souris NOD/SCIDyC".
Injection de trois souris préirradiées a trois Gray avec 10pl de C3agesarg @ S5pM
dans un fémur comparé au méme volume de PBS inject¢ dans la patte
controlatérale. Puis 1x10° cellules CD34" de SCO ont été injectées de facon
intraveineuse. Les souris ont été sacrifiées une semaine plus tard. Les cellules
hCD45" et CD34" retrouvées dans chacun des fémurs ont été dénombrées par

cytométrie en flux.

La figure 23 montre une différence, statistiquement non-significative, du nombre
de cellules humaines retrouvées entre les deux pattes des trois animaux. Ces derniers
résultats démontrent que le C3agesarg @ un effet in vivo systémique et une tendance locale
a favoriser la domiciliation des cellules CD34" de SCO dans la MO. Pour confirmer

cette tendance a un effet local, il faudra refaire cette expérience.
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3.1.5 DISCUSSION

Notre premier objectif était de vérifier la modulation de 1’activité de CXCR4 par
le C3a et ses dérivés. En premier lieu, nous avons évalué 1’effet agoniste de ces
composés seuls sur la migration de différentes lignées cellulaires exprimant CXCR4.
Ensuite, nous avons observé la modulation de la migration vers SDF-1 de ces mémes
lignées par ces composés. En second lieu, nous voulions tester notre hypothése de
liaison directe du C3a sur le dimére CXCR4. Finalement, nous avons mesuré in vivo

I’impact sur la prise de greffe de la présence du C3agesarg.

Les premiers résultats d’expériences de migration montrent une courbe dose-
réponse classique de chimiotaxie en forme de cloche avec un point culminant

spécifique de la lignée cellulaire et de la chimiokine utilisées.

Nos résultats ont démontré que chaque lignée cellulaire agissait différemment en
présence des mémes stimuli. Cependant, les expériences de migrations in vitro ont
permis de constater que la présence seule du C3a ou de ses dérivés n’est pas suffisante
a engendrer la migration cellulaire, peu importe la lignée utilisée. Toutefois, certaines
expériences de migrations n’ont pas encore été effectuées, notamment 1’observation de
I’effet agoniste du C3a et du C3agesarg sur les cellules CEM, ainsi que celui du C3agesarg
sur les cellules CD34" de SCO. Cependant, I’équipe du Dr. Silberstein a réalisé le
méme type d’expérience a partir de ces deux compose€s vers un gradient allant de 0,1 a

230 nM sur les cellules CD34" de MO et n’ont pas observé d’effet [66].

De plus, cette équipe a réalisé des essais de migrations avec 100nM de ces
composés (C3a et C3agesarg) combinés a 1nM SDF-1 sur des cellules CD34" de MO et
des cellules B a différents stades de différenciation. Leurs résultats démontrent une
hausse de la proportion de cellules qui migrent. Vers 1nM SDF-1, nos résultats
démontrent plutdét une tendance a diminuer la proportion de cellules mobilisées; a
savoir les cellules T (CEM) en présence de C3a, de méme que les cellules CD34" en

présence de C3agesarg.

L’équipe du Dr. Silberstein a aussi effectué une courbe dose-réponse vers SDF-1

en présence de 100nM C3a sur les cellules REH, et démontré le méme déplacement de



52

la courbe vers la gauche (donc la méme augmentation de sensibilité au SDF-1) que
nous observons sur les cellules CD34" de SCO. Cependant, a 1nM SDF-1, nous
n’observons pas d’effet significatif du C3a sur la migration de ces cellules,
contrairement a leurs résultats sur les cellules CD34" de MO. Il aurait été intéressant
que I’équipe du Dr. Silberstein effectue aussi une expérience de migration dose-
réponse avec les cellules CD34" de MO en présence de C3a afin de vérifier s’ils

observent la méme hausse de sensibilité¢ au SDF-1 que nous.

Aucun dérivé du C3a n’a donc d’effet agoniste sur la migration de cellules
exprimant CXCR4. Le C3a doit se retrouver en présence de SDF-1 pour accentuer la
sensibilité a cette chimiokine ou pour augmenter la proportion de cellules mobilisées.
L’équipe du Dr. Silberstein a démontré que 1’affinité de liaison du SDF-1 pour
CXCR4 était supérieure lorsqu’une préincubation des cellules avec le C3a avait été
effectuée plutoét qu’une combinaison simultanément [66]. Ceci supporte une hypothese
de conditionnement cellulaire, en ce sens que la cellule doit étre prédisposée a migrer
et a lier le SDF-1. L’hypothése avancée par cette équipe est plutdt que les
anaphylatoxines agiraient en protégeant le SDF-1 du clivage par les peptidases ou le

rendrait plus actif en formant un agrégat avec ce dernier.

Il a été démontré que I’effet engendré par le C3a était indépendant de ses deux
récepteurs habituels, soit le C5L2 et le C3aR, suite a des expériences avec des souris
dépourvues de ces récepteurs, ainsi que des expériences de compétition avec des
inhibiteurs de ces récepteurs [66]. De plus, le C3aR de méme que le C5L2 ne sont pas
présents sur les cellules CD34" de la MO humaine ni murine, pas plus que sur les
cellules de lignée B d’ailleurs [66]. Il serait surprenant qu’ils soient présents sur les
cellules CD34" de SCO, mais cela reste a confirmer. L’indépendance supposée de la
présence du C3aR et du C5L2 dans I’effet migratoire engendré par le C3a combinée a
I’observation que I’effet modulateur du C3a sur les cellules CD34" nécessite la
présence de SDF-1, nous a amené a émettre 1’hypothése que le C3a modifie
directement ou indirectement la conformation de CXCR4 de fagon a augmenter son
affinité¢ pour le SDF-1. Toutefois, nos expériences de BRET et de cytométrie en flux
n’ont pu supporter 1’hypothése de liaison directe. Quant a 1’hypothése de liaison

indirecte, elle sera aussi vérifiable par la méthode de BRET. En effet, nous pensons



53

que le récepteur C3aR ou C5L2, s’ils sont présents sur les CD34" de SCO, pourrait
former un hétérodimere avec CXCR4. Cette hypothese s’appuie sur la démonstration

que I’hétérodimérisation entre RCPG modifie leurs effets pharmacologiques.

Parallelement a ces essais in vitro, nous avons procédé a des expériences in vivo
avec le C3agesarg. Bien que plusieurs chercheurs auparavant aient démontré I’effet in
vitro du C3a et de ses dérivés, personne n’avait encore réalisé les expériences
correspondantes in vivo, pas plus qu’avec le C3agesars. Le raisonnement pour
Putilisation du C3agesarg (plutdét que du C3a) était que ce composé n’est pas
anaphylatoxique et pourrait alors représenter une piste a poursuivre pour de futures
recherches aux visées cliniques. Nos résultats ont démontré un effet systémique sur la
prise de greffe qui est dépendant de la dose de C3agesarg injectée. Cependant, ce résultat
in vivo ne concorde pas avec nos essais in vitro, qui démontraient que le C3agesarg
n’avait aucun effet sur la migration des cellules CD34" de SCO. Ce résultat apporte un
doute sur I’utilisation de la migration in vitro en tant que parametre de prédiction a la
prise de greffe in vivo. Effectivement, il est envisageable qu’une autre fonction de
CXCRA4/SDF-1 soit a I’origine de leur role primordial dans la greffe hématopoiétique.
A titre d’exemple, I’adhésion via les intégrines ou encore la transmigration a travers la
barriere endothéliale grace a I’activation de protéases, sont des activités engendrées
par CXCR4/SDF-1 qui pourraient étre essentielles pour la domiciliation, voir le succes
de la greffe. Il sera important de vérifier cette hypothese, car elle impliquerait que la
migration in vitro ne serait pas un parametre approprié pour 1’évaluation 1) de la

qualité des greffons et 2) de composés candidats a augmenter le succes de la greffe.
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3.2 Modulation par des facteurs lipidiques

Nous avons effectué les mémes expériences de migration dirigée vers SDF-1 avec
la molécule SEW-2871, un analogue de la molécule naturelle S1P, et par conséquent du
FTY720. Cette molécule est un agoniste sélectif du S1P1, un RCPG. Le FTY720 a été
utilisé dans plusieurs modeles de maladies humaines pour ses effets bénéfiques. De plus,
il favorise la domiciliation in vivo des cellules T dépendamment de CXCR4 [71]. Nous
croyons que le SEW-2871 pourrait donc avoir, lui aussi, la propriété de stimuler la

migration de notre lignée lymphocytaire T.

L’effet du SEW-2871 a été observé sur les cellules CEM vers un gradient de SDF-
1. Nous avons placé le SEW-2871 soit en présence des cellules (dans les puits du dessus,
voir matériel et méthode), soit en présence du SDF-1 (dans les puits du dessous, voir
matériel et méthode), ou en présence des deux simultanément (figure 24). De cette
facon, nous pouvions vérifier si le SEW-2871 apportait une modulation préalable du

récepteur CXCR4 ou s’il agissait de fagon combinatoire au SDF-1.

-8 controle
"é —— SEW-2871 avec les cellules
z (1uM)
83 SEW-2871 avec SDF-1
25 (1uM)
SE —— SEW-2871 combiné aux
3 cellules et au SDF-1
< (1uM)

. T T T * P< 0,05 au test de
0.01 0.1 1 10 100 Student

Concentration de SDF-1 (nM)

Figure 24. Expérience de migrations des cellules CEM en présence de SEW-
2871 combiné au SDF-1. Migrations de cellules CEM vers un gradient de SDF-1
en présence ou absence de 1uM SEW-2871 placé soit en présence des cellules
(n=3), soit en présence du SDF-1 (n=3), ou en présence des deux simultanément
(n=2). La comparaison entre les pourcentages de migrations obtenus en présence
de SDF-1 seul ou additionné de SEW-2871, est significative au test de Student
pour une concentration de 0,1 et InM SDF-1 (P<0,05).
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Le SEW-2871 a un effet stimulateur sur la migration, car la courbe subit un
déplacement significatif vers le haut, lorsqu’il y a présence de SEW-2871 comparé a la
migration contrdle (figure 24). En effet, une valeur de P significative, inférieure a 0,05,
au test de Student est obtenue pour les concentrations de SDF-1 de 0,1 (P=0,045) et InM
(P=0,033). Par contre, que le SEW-2871 se trouve en présence des cellules, du SDF-1 ou

des deux simultanément, cela ne change en rien le résultat.

En conclusion, le SEW-2871 augmente le pourcentage de cellules
mobilisées vers SDF-1, tel que nous le supposions. Cependant, il n’entraine pas

une meilleure sensibilité de ces cellules T au SDF-1.

3.2.1 Effet sur I’homodimére CXCR4; aspect fonctionnel

Puisque 1’augmentation du nombre de cellules mobilisées en présence du SIP,
FTY720 ou SEW-2871 était dépendante de CXCR4/SDF-1, nous pensons que les
molécules dérivées du SIP, peuvent lier directement le CXCR4. Pour vérifier notre

hypothese nous avons réalisé une expérience de BRET.

L’expérience de BRET a été réalisée sur des cellules HEK transfectées de facon
transitoire pour exprimer un récepteur CXCR4 couplé a une Rluc et un CXCR4 couplé a
la YFP. Les composés, FTY720 et SEW-2871 (10uM) ont été utilisés, soit seuls sur le
dimére CXCR4, soit combinés au SDF-1 (200nM). Puisque les composés sont conservés
dans I’EtOH, nous avons aussi vérifié son influence sur la conformation de CXCR4. Le
graphique a la figure 25 représente le BRET émis par I’homodimere CXCR4 en

présence des différents composés.
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Figure 25. Expérience de BRET sur le dimére CXCR4 en fonction de
différents ligands. Evaluation du changement de transfert d’énergie entre les
deux récepteurs du dimeére CXCR4 suite a I’ajout des ligands potentiels indiqués.
L’expérience est effectuée sur des cellules HEK transfectées de fagon transitoire.
L’Ethanol sert de contréle, puisqu’il s’agit du solvant des composés utilisés. Nous
avons utilisé¢ le SDF-1 a 200uM pour qu’il soit a condition saturante, de méme
pour les composés qui eux se trouvent a 10uM. La concentration d’éthanol utilisée
est a 0,1% ce qui correspond a la dilution des composés. Un test ANOVA a été
effectué entre ces valeurs et révele une différence significative de changement de
BRET pour tous les composés avec SDF-1 comparer au niveau basal (P<0,01). De
méme, que la différence entre les pourcentages de BRET observés entre les

valeurs obtenues avec et sans la présence du SDF-1 (P<0,0001).

Un changement de BRET est remarqué pour tous les composés utilisés, ce qui
indique une modification conformationnelle du dimére CXCR4 (figure 25). Le
pourcentage similaire de BRET détecté indique que la conformation adopté par le
récepteur est similaire lorsque les composés (et le solvant) sont utilisés seuls. La
conformation du récepteur est aussi similaire lorsque les composés et I’EtOH sont
utilisés en combinaison au SDF-1 (ou le SDF-1 seul). Cependant, la conformation des
récepteurs lorsque le SDF-1 est présent (SDF-1, SEW-2871 + SDF-1, FTY720 + SDF-1
et EtOH + SDF-1) differe de celle ou il est absent. D’ailleurs, un test ANOVA a été
effectué entre ces valeurs et il est significatif (P<0,0001). De plus, un test ANOVA
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(Dunnett) a aussi été effectué pour comparer chacune des valeurs de BRET mesurées a
la valeur basal. Ce dernier révele une valeur significative pour chacune des valeurs
obtenues en présence de SDF-1 (P<0,01). Ce résultat signifie que les composés SEW-
2871 et FTY720 entrainent une modulation du récepteur homodimérique CXCR4.
Cependant, 1’éthanol modifie aussi la conformation du dimére. L’effet observé pourrait
donc étre attribué a 1’éthanol plutét qu’au SEW-2871 ou au FTY720. Pour vérifier a
quelle dose il serait préférable d’utiliser ’EtOH pour conserver nos ligands sans avoir un
effet du solvant, nous avons effectué¢ une dose-réponse. La dose-réponse démontre que

nous devrions utiliser I’EtOH a un pourcentage inférieur a 0,1 (figure 26).

% de BRET Net

-25- f % d'éthanol utilisé

Figure 26. Expérience de dose-réponse d’EtOH sur le dimére CXCR4
effectuée par BRET. Evaluation du changement de transfert d’énergie entre les
deux récepteurs du dimére CXCR4 suite a I’ajout de différentes doses d’EtOH.

L’expérience est effectuée sur des cellules HEK transfectées de fagon transitoire.

Toutefois, la présence de I’EtOH peut ne pas étre nuisible. En effet, il se peut que
I’éthanol ait une action additive sur la migration cellulaire lorsqu’il est combiné a des
molécules stimulatrices telles que le SEW-2871 ou le FTY720. Pour le vérifier, il faudra
refaire I’expérience parallelement avec du SEW-2871 conservé dans un autre solvant, tel

le DMSO (diméthyl sulfoxide), et vérifier si la stimulation migratrice est la méme.
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3.2.2 DISCUSSION

Notre premier objectif était de mieux décrire ’effet moléculaire sur CXCR4 de
composés qui modulent positivement la réponse migratoire vers SDF-1. Nous avons
donc vérifié ici la modulation du FTY720 et du SEW-2871 sur CXCR4. En premier lieu,
nous avons évalué I’effet modulateur du SEW-2871 sur la migration vers SDF-1 des
cellules CEM. En second lieu, nous voulions confirmer notre hypothese de liaison

directe des composés FTY720 et SEW-2871 sur le dimére CXCR4.

Nos résultats ont démontré que le SEW-2871, analogue du SIP, a un effet
significatif sur la stimulation de la migration des cellules T. Le FTY720 qui est aussi un
analogue du S1P a aussi démontré une augmentation de la domiciliation dépendante de
CXCR4 chez les CSH [70]. Etant donné que la stimulation migratrice est dépendante de
la présence de CXCR4, nous pensions que le mécanisme en cause pourrait étre une
liaison directe de ces molécules sur le récepteur CXCR4. Les résultats obtenus a partir
de la méthode de BRET pour vérifier cette hypothése n’ont pu Etre analysés
convenablement di a un effet du solvant (EtOH) seul sur la conformation de CXCR4. 11
faudra donc diminuer la concentration des composés utilisés afin de minimiser I’effet de
I’EtOH ou bien trouver un autre solvant pour conserver nos composes, qui n’aurait
aucune influence sur la conformation des RCPG, tel que le DMSO. Il n’avait jamais été
rapporté que 1’éthanol pouvait lier des RCPG, toutefois son action sur des récepteurs
canoniques, tel que le GABA, est trés connu [103, 104]. De plus, il est concevable que
I’éthanol modifie la conformation de CXCR4 de facon non spécifique, en agissant sur

les lipides de la membrane plasmique de la cellule.

Le récepteur SI1P1 est présent sur les CSH et les lymphocytes [105]. La présence
du S1P et ses analogues accroit le nombre de cellules mobilisées vers SDF-1. Puisque le
CXCRA4, tout comme le S1P1, sont des RCPG et qu’il a été démontré a plusieurs reprises
que les RCPG forment des hétérodimeres et que cela modifie leur pharmacologie [106],
nous pensons que s’il s’avere que le FTY720 et/ou le SEW-2871 ne lient pas
directement le CXCR4, le mécanisme a I’origine de leur effet sur CXCR4 pourrait étre

une hétérodimérisation entre S1P1 et CXCR4.
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3.3 Observation de la prise de greffe dépendante de CXCR4.

Les transplantations a partir de SCO comportent beaucoup d’avantages sur les
transplantations a partir d’autres sources telles que la MO ou le sang périphérique.
Cependant, les greffes ne sont pas toujours un succes et, comme les tentatives de greffes
sont souvent accompagnées de traitement de chimiothérapie, il s’agit d’un processus tres
affaiblissant pour le patient. Si aprés deux essais de transplantation, la greffe n’a pas
réussi, le traitement est abandonné. Nous pensons que le probléme de la prise pourrait
étre intrinsequement lié au cordon utilisé. Pour tester cette hypothése, nous comparerons
la capacité migratoire et I’expression de CXCR4 en surface avec la prise de greffe de
différents SCO. S’il s’avere que les cellules provenant de différents cordons n’aient pas
la méme capacité d’assurer le succes d’une transplantation, il faudrait concentrer les

efforts de recherches futures sur une présélection des cordons efficaces.

3.3.1 Comparaison des propriétés de différents cordons

Pour effectuer les expériences suivantes, nous avons purifié¢ les cellules CD34" de
six cordons différents. Nous avons ensuite séparées les cellules purifiées en différents
¢chantillons que nous avons congelés dans 1’azote liquide. Chacun des aspects (capacité
migratoire, nombre de récepteurs CXCR4 et capacité a engendrer une prise de greffe) a

¢été mesurés a partir de ces différents échantillons de mémes cordons.

3.3.1.1 Capacités migratoires

Nous avons procédé a des essais de migration in vitro pour vérifier si les cellules
provenant de SCO différents possédaient des différences majeures entre leurs capacités
migratoires. Une migration vers un gradient de différentes concentrations de SDF-1 a été
réalisée avec différents échantillons de cellules CD34" purifiées provenant de six

différents SCO.
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Figure 27. Capacité migratoire intrinséque de différents SCQO. Migrations de
cellules CD34" provenant de six différents cordons ombilicaux vers un gradient de
SDF-1. Un test de Student significatif (P<0,0001) distingue les cellules des
cordons migrant a 5% de celles migrant a 20% pour une concentration de 10nM
SDF-1. Un test ANOVA comparant tous les cordons entres-eux réveéle une
différence significative entre les cordons 303 et 204 (P<0,05) et entre les cordons

302 et 204 (P<0,01).

Chaque expérience de migration a été réalisée a trois reprises, a différents jours
avec différents échantillons de cellules CD34" du méme cordon qui étaient conservés
dans I’azote liquide. Nos résultats sont tres reproductibles, tel qu’illustré par les petits
¢cart-types (figure 27). Les différences observées entre les cordons ne sont alors pas
attribuables aux variations d’une expérience a 1’autre, mais représentent des propriétés
intrinseéques de chacun des cordons. De plus, tel qu’observé précédemment, la migration
optimale des cellules CD34" s’effectue vers une concentration de 10nM SDF-1. Nous
voyons deux grandes tendances migratrices significatives (P<0,0001) apparaitre; soit 5%
des cellules de SCO migrent, soit elles migrent aux alentours de 20 % (figure 27). Les
différences de manipulations de ces cordons par la banque de sang, tel que le temps
écoulé depuis la naissance, la température a laquelle les SCO sont conservés ou 1’état de

santé de la mere, pourraient expliquer cette observation. Cependant, nous ne pourrons
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comparer ces différents parametres, puisque les données relatives a ces facteurs nous

sont inconnues.

3.3.1.2 Quantité de récepteurs

Nous avons voulu déterminer si les différentes capacités migratoires observées in
vitro, corrélaient avec le niveau d’expression en surface de CXCR4. Une expérience
quantitative de cytométrie en flux (QuantiBrite, BD bioscience) fut effectuée pour
quantifier I’expression du récepteur CXCR4 en surface des cellules CD34" issues de
trois cordons utilisées pour I’expérience de migration (figure 28). Seuls les cellules
provenant des cordons 303, 302 et 204 ont été utilisées, dii a une quantité restreinte
d’échantillons. Cette méthode quantitative est basée sur une standardisation, a partir de
billes d’étalonnage, de la fluorescence détectée en cytométrie en flux (le ratio

fluorochrome/anticorps étant connu).

Nombre de récepteurs
CXCR4

302
Cordons

Figure 28. Expression quantitative du récepteur CXCR4 sur des cellules
CD34" de SCO différents. La quantification du nombre de récepteurs s’est
effectuée par détection d’anticorps en cytométrie en flux par la méthode de
QuantiBrite de BD bioscience sur des cellules CD34" provenant de trois différents

SCO qui démontraient des capacités migratoires intrinseques différentes (figure
27).

L’analyse des trois SCO ¢étudiés (figure 28) a démontré qu’effectivement, ils

présentaient des différences dans I’expression du nombre de récepteurs exprimés a leur
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surface, par exemple 800 récepteurs pour le cordon 303, alors que le cordon 302 en
présente le double. Cette expérience n’a été effectuée qu’une seule fois, par conséquent,
aucun test statistique n’a pu déterminer si cette différence était significative. Cependant,
nous avons effectué¢ la méme expérience de quantification du récepteur CXCR4 en
surface des cellules REH a différents moments. Nous avons constaté que le nombre de
récepteurs restaient constant a + 10%. Nous supposons que ce pourcentage de variations
est moins élevé chez les cellules CD34" de SCO, puisqu’elles sont décongelées avant
chaque expérience et subissent donc le méme traitement avant chaque utilisation, alors
que les cellules REH sont gardées en culture et ainsi sujettes a des variations (phase de

croissance, changement de milieu).

En somme, nos résultats indiquent qu’il n’y a pas de corrélation entre le nombre de
récepteurs CXCR4 en surface et la capacité migratoire intrinséque des cellules CD34"
issues d’un méme SCO. Par exemple, le cordon 303 qui démontre la plus forte réponse
migratrice vers un gradient de SDF-1 est celui qui exprime le moins de CXCR4 a sa

surface (figure 27-28).

3.3.1.3 La prise de greffe

Nous voulions alors étudier la prise de greffe de ces cordons (302, 303 et 204), afin
de déterminer les liens entre les prises de greffes de chacun des cordons avec leur
capacité migratoire et leur expression de CXCR4. En regard de nos résultats, section 3.1,

nous croyions a une absence de corrélation entre la migration et la prise de la greffe.

Nous avons procédé a des transplantations, toujours a partir d’échantillons
congelés des cellules CD34" provenant des trois mémes cordons, soit le 303, le 302 et le
204. Nous avons injecté IV 1x10° cellules & des souris NOD/SCIDyC (trois
souris/cordon) préirradiées a trois Grays six a douze heures auparavant. Toutefois, une
seule souris pour chacun des SCO différents injectés a a la fois survécu et/ou démontré
une prise de la greffe. Nous avons sacrifié ces souris une semaine plus tard et nous avons
regardé la prise de leur greffe, c¢’est-a-dire le nombre de cellules humaines par rapport

aux cellules murines retrouvées dans leurs MO. Nous avons utilisé les marqueurs CD19
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et CD45 humains afin de comparer la prise des greffes entre les différents cordons. La
molécule CD19 est présente sur les lymphocytes B, qui sont les premiers a apparaitre
lors de la reconstitution immunitaire, alors que le CD45 est présent sur tous les

leucocytes.
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Figure 29. Prise de greffe des cellules CD34" provenant de trois différents
SCO. Injection IV de cellules CD34" provenant de trois différents SCO a des
souris NOD/SCIDyC" irradiées six heures auparavant a trois Grays. Les souris ont
été sacrifiées une semaine apres 1’injection. Trois souris injectées pour chacun des
cordons, mais une seule pour chacun a a la fois survécu et démontré une prise,
d’ou I’absence d’écart-type sur ce graphique et, par conséquent, de statistiques sur
cette figure. Une analyse de cytométrie en flux avec les marqueurs humains CD19
et CD45 sur les cellules retrouvées dans les MO (pattes arricre), révele la prise de

greffe.

La figure 29 montre que la prise de greffe des différents cordons est différente

entre chacun d’eux.
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Cordons 303 302 204

Aspect
Capacité migratoire

(% de cellules ayant migrées) 24 18 2
Quantification de CXCR4
(nombre de récepteurs) 917 1642 1148
Prise de la greffe
(% de cellules hCD45" retrouvées dans 99 49 85
la MO)

Tableau 4. Tableau comparant les propriétés de différents SCO. Comparaison
entre la capacité migratoire, le nombre de récepteurs CXCR4 en surface et la prise

de greffe entre les cellules CD34" issues de trois différents SCO.

Le tableau 2 montre que la prise de la greffe ne peut étre corrélée avec le taux
d’expression de CXCR4, pas plus que I’expression du récepteur en surface ne favorisent
une plus forte migration in vitro dirigée vers SDF-1. Ce résultat concorde avec celui de
la section 3.1, a savoir que la migration n’est pas un parametre appropri¢ pour pouvoir
prédire la prise de la greffe. De plus, nous montrons ici que la quantit¢ de CXCR4
exprimée en surface du greffon n’est pas non plus un facteur de prédilection au succes

de la prise de greffe.

3.3.2 DISCUSSION

Notre troisieme objectif était de vérifier si un probléme de prise de greffe suite a
une transplantation de SCO, ne serait pas intrinséque au cordon utilisé. Cet aspect a été

¢tudié dans I’optique d’identifier des parametres qui permettraient le choix du greffon,
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afin d’optimiser la prise de greffe. Pour tester notre hypothese, nous avons comparé la
capacité migratoire et 1’expression de CXCR4 en surface avec la prise de greffe de
différents SCO. La comparaison de trois différents cordons a démontré qu’ils ont,
effectivement, des capacités intrinseques, mais qu’il n’y avait aucune corrélation
possible entre la capacité migratoire, le nombre de récepteurs CXCR4 en surface et la
prise de greffe des cellules CD34". Aucun paramétre pour évaluer in vitro la qualité des

cordons pour la greffe n’a donc pu étre identifié.

Plusieurs études dans la littérature considérent que la migration in vitro est le reflet
d’une prise de greffe in vivo [66, 71]. Toutefois, nos expériences ont démontré, a deux
reprises, que la migration n’était pas un bon parameétre pour prédire une prise de greffe.
D’abord, lors des expériences avec le C3agesarg (section 3.1), ensuite lors des expériences
de comparaison entre différents SCO (section 3.3.1). Un autre parametre, tel que la
capacité a produire des MMP efficaces, ou bien le nombre de protéines d’adhésion
pourrait peut-étre prédire de facon plus adéquate le succes d’une prise de greffe

subséquente [107].

La quantité de récepteurs en surface ne corrélant pas avec une meilleure migration
ou avec une meilleure prise de greffe pourrait étre expliquée par les différentes fonctions
de CXCRA4. En effet, le récepteur CXCR4 joue plusieurs roles, que ce soit dans la prise
de greffe ou dans tout I’organisme, c’est pourquoi il est aussi présent sur les neurones et
les cellules endothéliales [38]. CXCR4 peut aussi étre impliqué dans de toutes autres
fonctions via I’hétérodimérisation avec d’autres RCPG [22, 25-30]. De plus, les
récepteurs présents a la surface des leucocytes ne sont pas tous destinés a favoriser la
migration vers SDF-1, certains peuvent mener aussi a ’activation de genes cibles.
Certains doivent intervenir dans la prise de greffe a d’autres égards, tel que le
réarrangement du cytosquelette ou I’adhésion cellulaire. En résumé, la sélectivité
fonctionnelle peut expliquer 1’absence de corrélation entre le nombre de récepteurs et la
réponse migratoire, puisqu’un récepteur peut engendrer une panoplie de réponses

différentes.

Le trés faible taux d’expression de CXCR4 en surface des cellules CD34" est un

autre fait surprenant dans cette ¢tude de quantification. En effet, le nombre de récepteurs
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CXCR4 en surface d’autres types cellulaires, par exemple les lymphocytes, est
normalement autour de 30 000 a 40 000 et non pres de 1000. Ce fait est d’autant plus
surprenant puisque qu’il est reconnu que 1’expression de ce récepteur est essentielle pour
assurer le succes de la reconstitution immunitaire. Cependant, la petite taille de ces
cellules pourrait expliquer cette faible expression, car I’espace en surface est réduite. En
effet, les cellules CD34" ont un rayon environ 3 fois plus petit que les cellules REH, ce
qui occasionne une superficie 9 fois plus petite sur les cellules CD34" par rapport aux

cellules lymphocytaires REH.

3.3.3 Quantité de CXCR4 en surface lors de la domiciliation

La prise de greffe est un phénomeéne encore trés mal compris, cependant il est
dépendant de CXCR4/SDF-1. Nous nous sommes donc demandé si 1’expression de
CXCR4 en surface des cellules CD34" de SCO pourrait étre modulée pendant la prise

de greffe (apres la transplantation).

Afin d’avoir une meilleure compréhension de I’impact de la quantité de CXCR4
exprimé durant la prise de la greffe, nous avons étudié¢ son expression en surface des
cellules CD34 " au cours de la domiciliation et de la reconstitution immunitaire. Pour la
greffe, 1x10° cellules CD34" de SCO ont été injectées IV a des souris NOD/SCIDyC
préirradiées. Toutes les cellules injectées a des souris proviennent du méme SCO. Pour
ce premier essai, dii au nombre de souris disponibles et a la quantité de cellules contenue
dans le SCO utilis¢, nous devions choisir de suivre la greffe a trois moments différents
dans le temps. Nous avons suivi I’évolution quantitative de I’expression du CXCR4 en
surface des cellules CD34" retrouvées dans la MO durant un mois, soit apres deux, trois
et quatre semaines suivant la greffe, par cytométrie en flux (figure 30). Nous avons
sacrifié¢ trois souris a chaque semaine. Pour quantifier les récepteurs, nous avons utilisé
la méthode QuantiBrite (BD bioscience). Le temps 0 représente le nombre de récepteurs

sur les cellules CD34" du SCO quantifié avant la transplantation.
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Figure 30. Expression quantitative de CXCR4 sur les cellules CD34" de SCO.
Injection IV de cellules CD34" de SCO a des souris NOD/SCIDyC' irradiées six
heures auparavant a trois Grays. Les souris ont été sacrifiées a différents jours
suivant I’injection (trois souris pour chacun des jours). CXCR4 a été quantifié
(QuantiBrite, BD bioscience) a la surface des cellules CD34" de la MO (pattes
arriére) par cytométrie en flux. Un test de Student est significatif entre les valeurs

du temps 0 et de la deuxiéme semaine, ainsi qu’entre la deuxiéme et la quatriéme

semaine (P<0,005).

La figure 30 montre qu’il y a une hausse transitoire de I’expression de CXCR4 en
surface des cellules CD34" retrouvées dans la MO des souris deux semaines aprés la
transplantation. Cette hausse transitoire est significative au test de Student entre la

semaine 0 et 2 (P=0,0025) et entre la semaine 2 et 4 (P=0,0002).

Par la suite, nous voulions d’une part, confirmer ce résultat, et d’autre part
déterminer ce qu’il advenait de I’expression de CXCR4 dans la MO a une semaine
suivant la greffe. Nous avons donc répété 1’expérience en sacrifiant des souris apres une
semaine plutét que quatre semaines. Cette expérience fut effectuée avec des cellules

CD34" provenant d’un SCO différent.
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Figure 31. Expression quantitative de CXCR4 sur les cellules CD34" de SCO.
Injection IV de cellules CD34" de SCO a des souris NOD/SCIDyC irradiées six
heures auparavant a trois Grays. Les souris ont ¢été sacrifiées a différents jours
suivant I’injection (trois souris pour chacun des jours). CXCR4 a été quantifié
(QuantiBrite, BD bioscience) a la surface des cellules CD34" de la MO (pattes
arriére) par cytométrie en flux. Un test ANOVA qui compare 1’expression obtenue
pour chacun des jours post-injection est significatif entre la valeur avant injection
et la valeur apres sept jours (P<0,05), de méme qu’entre la valeur aprés sept jours

et la valeur aprés quatorze jours (P<0,01).

La figure 31 démontre qu’il y a une forte augmentation de I’expression de CXCR4
au début de la prise de greffe. En effet, une semaine apres la transplantation, les cellules
CD34" transplantées qui sont retrouvées dans la MO exposent deux fois plus de CXCR4
a leur surface. Toutefois, le niveau de CXCR4 retrouve le méme niveau basal
d’expression qu’avant la greffe, apres trois semaines passées dans la MO. Cette hausse
transitoire de CXCR4 apres domiciliation dans la MO fut observée a la suite de deux
transplantations avec des cellules CD34" provenant de cordons différents. Cette hausse
transitoire est statistiquement significative dans les deux cas, bien qu’a différents temps
(apres une semaine dans le deuxiéme cas (figure 31), et aprés deux semaines dans la
premiere expérience (figure 30). Cette hausse d’expression transitoire pourrait servir a
la rétention des cellules CD34" dans la MO durant 1’auto-renouvellement de celles-ci
(voir introduction). En effet, nous pensons que les cellules qui proliferent doivent étre
plus particulierement retenues dans la MO, afin que ce processus s’y effectue

précisément, et ce, via une surexpression de CXCR4. Lorsque le nombre de cellules
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CD34" est suffisant et que la reconstitution immunitaire est enclenchée, le niveau
d’expression de CXCR4 peut alors s’abaisser, ce qui permet aux cellules CD34" de

circuler dans les vaisseaux sanguins.

Pour vérifier cette hypothése, nous avons suivi I’évolution de la prolifération des
cellules humaines CD34" retrouvées dans les pattes des souris, dans une troisiéme
expérience du méme type. Parallelement, nous avons déterminé le jour précis ou cette
hausse d’expression de CXCR4 se produisait. Nous avons alors regardé plus

précisément entre le quatrieéme et le septiéme jour suivant I’injection.
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Figure 32. Quantification des cellules CD34" dans la MO et du récepteur
CXCR4 a leur surface. Injection IV de cellules CD34" de SCO 4 des souris
NOD/SCIDyC irradiées six heures auparavant a trois Grays. Les souris ont été
sacrifiées a différents jours suivant 1’injection (trois souris pour chacun des jours).
Le CXCR4 a été quantifié (QuantiBrite, BD bioscience) a la surface des cellules
CD34" de la MO (pattes arriére) par cytométrie en flux de méme que le nombre de
cellules CD34" retrouvées dans la MO au méme moment. Les trois derniers

résultats sont compilés dans cette figure (ceux des figures 30 et 31).

La figure 32 représente la compilation de toutes nos expériences de quantification

de CXCR4 sur les cellules CD34" retrouvées dans la MO. Nous avons compilé ces



70

résultats, bien qu’il s’agisse d’expériences faites a partir de SCO différents, car nous
observions le méme phénotype. En effet, la figure 32 démontre que méme s’il s’agit de
trois SCO différents, la compilation conserve des écart-types minimes et la tendance est

la méme.

L’évaluation du nombre de récepteurs entre les jours 3 et 6 suivant la greffe montre
le point culminant d’expression de CXCR4, a cinq jours suivant une transplantation de
cellules CD34" issues de SCO. A ce moment, I’expression de CXCR4 a méme
quadruplée par rapport a son niveau basal d’expression (avant 1’injection). De plus,
I’expression de CXCR4 diminue a mesure que la MO se repeuple jusqu’a retrouver son
niveau d’expression initiale aprés quatre semaines. Cette hausse d’expression transitoire
de I’expression de CXCR4 coincide avec la repopulation de la MO. Pour le confirmer,
nous avons vérifié a I’aide du Ki67, 1’état prolifératif des cellules humaines retrouvées

dans la MO. L’antigéne Ki67 est présent sur une protéine nucléaire dans les cellules en

prolifération.
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Figure 33. Analyse de I’état prolifératif des cellules CD34" retrouvées dans la
MO. Injection IV de cellules CD34 " de SCO 4 des souris NOD/SCIDyC" irradiées
six heures auparavant a trois Grays. Les souris ont été sacrifiées a trois, quatre,
cing et six jours suivant I’injection (trois souris par jour). Les cellules détectées
Ki67" par la cytométrie en flux sont celles qui sont dans un état prolifératif. La
différence de pourcentage de cellules Ki67" est significative a un test I’ANOVA
entre les jours 3 et 4 (P<0,05), 3 et 5 (P<0,001), 3 et 6 (P<0,01) et 4 et 5 (P<0,05).
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La figure 33 montre que durant les jours suivant la transplantation, les cellules
CD34" retrouvées dans la MO sont dans un état prolifératif. Une comparaison entre
chacun des pourcentages de cellules en état prolifératif a chacun des jours a été effectuée
a I’aide d’un test statistique ANOVA. Il a révélé une différence significative entre les
valeurs de la troisiéme journée et toutes les autres (quatrieme, cinqui¢me et sixieme), de
méme qu’entre la quatrieme et la cinquieme journée (P<0,05). Le plus fort taux de
prolifération coincide effectivement avec le point culminant d’expression de CXCR4 en
surface, c’est-a-dire cinq jours apres la transplantation. La hausse d’expression
transitoire de CXCR4 en surface se produirait donc simultanément avec la repopulation
de la MO. Toutefois, ne n’avons malheureusement pas vérifié I’état prolifératif des
cellules provenant de ce SCO avant ’injection, de méme que quatre semaines apres

I’injection. Ceci reste alors a vérifier.

Par la suite, nous avons analysé plus précisément quelles cellules étaient dans un
¢tat prolifératif. Nous avons utilisé les marqueurs CD38 et CD45, pour différencier les
cellules CD34" a différents stades de leur différenciation vers la reconstitution du
systéme immunitaire. Les cellules qui expriment le CD38 sont plus immatures que celles

qui expriment le CD45.

La figure 34 représente la quantification du nombre de CXCR4 exprimé en surface
des cellules CD34" retrouvées dans les MO des souris entre le quatriéme et le sixiéme
jour suivant la transplantation. Nous avons compilé les résultats des cellules CD34" a
différents stades de leur différenciation selon 1’expression du CD38 et du CD45. Les
cellules CD347/CD38 ont elles aussi été vérifides, mais elles n’étaient pas assez
nombreuses a ce stade de la greffe. Ensuite, nous avons séparé les cellules qui étaient
positives pour le Ki67 de celles qui ne 1’étaient pas et nous avons comparé la quantité de

récepteurs CXCR4 qu’elles exprimaient.
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Figure 34. Quantification de CXCR4 corrélée avec I’état prolifératif des
cellules CD34" a différents stades de différenciation. Analyse de cytométrie en
flux sur les cellules CD34" retrouvées dans les MO (pattes arriére) des souris,
quatre a six jours apres la transplantation. Elles sont séparées selon les marqueurs
humains CD38, CD45 et CD34 et Ki67. Un test de Student révele une différence

d’expression significative de CXCR4 pour les cellules dans état prolifératif vs

*% *%

-

Bl Cellules Ki67*
Cellules Ki67-

*%=P<0,0005 au
test de Student

CD38+CD34+ CD34+CD45+

Stades de différenciation

celles qui ne proliférent pas (P=0,0004).

La figure 34 confirme que les cellules CD34" qui sont dans un état prolifératif, peu
importe leur stade de différenciation, sont celles qui démontrent une surexpression du
récepteur CXCR4 en surface. En effet, la différence d’expression de CXCR4 entre les
cellules qui sont en prolifération et celles qui ne le sont pas est significative au test de
Student (P=0,0004). En d’autres mots, nos résultats suggerent que la non-prolifération

correle avec une baisse de I’expression de CXCR4, suggérant ainsi que ce soient surtout

des cellules non-proliférantes qui émigrent de la moelle.
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3.3.3.1. Exploration du mécanisme

A la suite des résultats précédents, nous souhaitions découvrir quel mécanisme
¢tait responsable de cette hausse de 1’expression transitoire de CXCR4 en surface des
cellules CD34", lorsque celles-ci se retrouvaient dans la MO. Est-ce un facteur soluble

ou une molécule de la surface cellulaire faisant contact avec la cellule CD34"?

Afin d’identifier la molécule responsable de cette hausse d’expression transitoire,
nous avons procédé a une coculture in vitro entre les cellules de la MO murine et les
cellules CD34". Nous avons utilisé des cellules stromales de souris, ainsi que des
ostéoblastes. Nous avons ensuite ajouté les cellules CD34". Pour évaluer si c’est le
contact direct entre les cellules ou la sécrétion de cytokines qui est responsable du
phénotype observé, nous avons séparé les deux types cellulaires par une membrane
constituée de pores de 0,8 micron. La coculture a été effectuée durant douze et vingt-
quatre heures. Apres ces délais, nous avons mesuré I’expression de CXCR4 en surface
des cellules CD34". Pour les cellules CD34" directement en contact avec les cellules de
la MO murine, nous avons comparé celles qui avaient formé des agrégats avec les

cellules de la MO de celles qui restaient en suspension dans le milieu.
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Figure 35. Coculture entre les cellules CD34" de SCO et les cellules de la MO
murine. Coculture des cellules stromales et des ostéoblastes provenant de la MO
de souris avec des cellules CD34" de SCO durant douze et vingt-quatre heures. 1)
cellules CD34" retrouvées en suspension dans le milieu; 2) cellules CD34"
agrégées aux cellules murines ; 3) cellules CD34" séparées des cellules murines

par une membrane de 0,8 micron. (n=1)

Uniquement les cellules CD34" qui ont été en contact direct avec les cellules
stromales de la MO de souris ont démontré une hausse flagrante de I’expression de
CXCR4 en surface (figure 35). Toutefois, I’analyse statistique des données relatives a
cette figure n’a pu étre réalisée, car nous n’avons effectué cette expérience qu’une seule
fois. Il faudra refaire cette expérience de coculture afin d’obtenir des valeurs

significatives.

Le responsable potentiel de cette hausse d’expression de CXCR4 serait donc le
contact direct avec les cellules stromales. Toutefois, nous ne pouvons pas encore
affirmer qu’elles sont les seules responsables de ce phénomene, puisque nous n’avons
observé que I’impact des ostéoblastes et des cellules stromales ainsi que de leurs
sécrétions sur I’expression de CXCR4. De plus, cette coculture a été effectuée a partir

de cellules provenant de la MO de souris, en accord avec les observations précédentes
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sur la hausse transitoire de I’expression de CXCR4 en surface des cellules CD34"
(section 3.3.3) apres transplantation dans la souris. Il serait intéressant de réaliser une
coculture entre les cellules stromales humaines et les cellules CD34" de SCO pour

confirmer que le méme phénomene se produit aussi chez I’homme.

Les expériences précédentes ont révélé que le contact avec les cellules stromales
de souris était & ’origine de la hausse d’expression de CXCR4 sur les cellules CD34" et
que cette hausse corrélait avec un état prolifératif. Il est donc envisageable que ce soit
également le contact entre les cellules CD34" et celles de la MO qui entraine la

prolifération de ces cellules.

3.3.4 DISCUSSION

Notre dernier objectif était de caractériser I’importance de 1’expression de CXCR4
sur les cellules CD34" de SCO lors de leur domiciliation dans la MO. Pour vérifier cette
hypothése, nous avons simulé la transplantation, en injectant des cellules CD34" issues

de SCO a des souris immunodéficientes.

Suite 4 une transplantation de cellules CD34" chez les souris NOD/SCIDyC, ces
cellules démontrent une hausse de I’expression du récepteur CXCR4 exprimé a la
membrane. Nos résultats nous ont cependant démontré que cette hausse d’expression est
transitoire et survient quatre a six jours apres la greffe, c¢’est-a-dire lorsque les cellules se
sont domiciliées dans la MO. Cette hausse de I’expression transitoire coincide avec la
repopulation de la MO en cellules CD34". De plus, une forte expression de CXCR4
correle avec un état cellulaire prolifératif. Ces constatations portent a croire que cette
hausse d’expression de CXCR4 pourrait servir a la rétention des cellules CD34" dans la
MO durant la repopulation de celle-ci. A ce sujet, il a été démontré qu’il y avait
corrélation entre la densité membranaire en CXCR4 et la mobilisation des cellules
CD34" dans le sang périphérique [108]. En effet, les cellules retrouvées dans le sang
périphérique avaient une densité membranaire en CXCR4 plus faible que celles
retrouvées dans la MO. Toutefois, une étude réalisée a partir de souris dont 1’expression

cellulaire du géne CXCR4 était inductible, a démontré que méme apres la perte de
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CXCR4 chez des CSH domiciliées dans la MO, ceux-ci restaient dans la MO et étaient
aptes a engendrer la reconstitution immunitaire, autant myéloide que lymphoide [50]. La
hausse de I’expression en surface du CXCR4 en surface des cellules CD34", ne serait
alors pas essentielle pour la division asymétrique (permettant leurs différenciations),
mais probablement pour leur auto-renouvellement. Tout comme nos résultats
I’indiquent, la hausse de I’expression de CXCR4 précede la multiplication de cellules
CD34" retrouvées dans la MO (figure 25). En effet, d’autres études témoignent aussi
qu’une délétion du récepteur CXCR4 cause une réduction du nombre total de CSH, ce
qui leur cause de la difficulté a engendrer des cellules a des stades de maturité plus
avancés [109]. De plus, si la hausse d’expression est nécessaire a I’auto-renouvellement,
cela expliquerait également pourquoi cette hausse est transitoire. En effet, une

surprolifération entrainerait des problémes graves, tel le développement d’une leucémie.

Notre expérience de coculture entre des cellules de la MO murine et les cellules
CD34" issues de SCO a révélé que le contact direct avec les cellules stromales serait &
I’origine de cette hausse d’expression de CXCR4. Ce constat n’est pas trés surprenant,
vu que les cellules stromales produisent du SDF-1 et que 1’adhésion des cellules CD34"
aux cellules stromales de la MO est facilitée par ’interaction entre CXCR4 et SDF-1
[110, 111]. Toutefois, bien que la hausse d’expression de CXCR4 en surface des cellules
soit trés importante lors du processus de la prise de greffe, cette hausse n’est que
transitoire. Il y a donc un facteur qui doit induire cette baisse d’expression. Nous savons
qu’une grande concentration de SDF-1 (57,5n1M) entraine la diminution de 1’expression
de CXCR4 en surface, de méme que I’arrét de la prolifération cellulaire, notamment des
cellules CD34" issues de SCO [49, 50]. En effet, une concentration extréme de SDF-1
cause une augmentation de I’expression de p57kip2, un inhibiteur du cycle cellulaire
[50]. Cette surproduction de SDF-1 pourrait provenir des cellules stromales. Il se
pourrait que le contact entre les cellules stromales et de multiple cellules CD34"
provoquent une surproduction de SDF-1. Ce message pourrait étre transmis via les
protéines d’adhésion, lorsque les cellules CD34+ se retrouvent assez nombreuses. Il
faudrait doser la quantité de SDF-1 présent dans la MO durant la prise de la greffe, et
durant la coculture de facon a vérifier si la concentration de cette chimiokine pourrait

étre en cause de cette baisse d’expression de CXCRA4.



4. CONCLUSION
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L’objectif de mon projet de recherche visait & comprendre le mécanisme de la
migration cellulaire dépendant de CXCR4/SDF-1 dans le but de contribuer au
développement de nouvelles stratégies de traitement basées sur I’optimisation de la

domiciliation a la MO lors de la transplantation de SCO.

Pour atteindre ce but, nous voulions, tout d’abord, décrire 1’effet des composés qui
modulent positivement la réponse migratoire vers SDF-1 de cellules exprimant le
CXCR4 et évaluer si ces composés (C3a et ses dérivés, SEW-2871) agissent
dépendamment de CXCR4/SDF-1. Nos expériences ont démontré que ces composés ont
effectivement une action dépendante de CXCR4/SDF-1 et ne possedent pas d’effet
agoniste propre sur les lignées utilisées (cellules T CEM, cellules B REH et cellules
CD34" de SCO). De plus, chaque lignée cellulaire, que ce soient les lignées T, B ou bien
les cellules CD34" de SCO, migrait différemment en présence des mémes stimuli.
Toutefois, nous n’avons pas pu démontrer que ces molécules liaient directement le
récepteur CXCR4 en tant que modulateurs allostériques. Cependant, nos expériences in
vivo ont révélé que le composé dérivé du complément C3a dépourvu de son arginine
terminale, le C3agesare Semble €tre un bon candidat pour favoriser la prise de greffe des
cellules CD34" de SCO. Toutefois, il n’a montré aucune influence positive sur la
migration in vitro de ces cellules. Cette derniére observation a amené des doutes quant a

la pertinence de ce parametre in vitro en prédiction de la prise de greffe.

Nous avons également évalué les propriétés intrinséques de différents SCO afin de
trouver un parametre qui permettrait de prédire la réussite de la prise de greffe
subséquente. Nous avons remarqué qu’il était impossible de corréler la prise de la greffe
avec la migration cellulaire dirigée in vifro ou le niveau d’expression de CXCR4 en
surface. Encore une fois, nos résultats démontraient qu’il était impossible de corréler
migration et prise de greffe. Contrairement a ce que nous pouvions penser, et ce qui est
couramment inféré dans les travaux publiés, la migration cellulaire in vitro n’est pas le

bon parametre de prédilection a une prise de greffe.

Puis, afin de bien comprendre le mécanisme de la domiciliation in vivo, nous

voulions examiner I’impact de ’expression de CXCR4 sur les cellules CD34" de SCO
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lors de leur domiciliation dans la MO. Nous avons constaté qu’a la suite d’une
transplantation, les cellules CD34" de SCO subissent une hausse d’expression transitoire
de leur CXCR4 & environ cinq jours suivant la greffe. De plus, les cellules CD34" qui
sont dans un état prolifératif, peu importe leur stade de différenciation, sont celles qui
démontrent une surexpression du récepteur CXCR4 en surface. Nous pensons que cette
hausse d’expression transitoire pourrait étre liée a la repopulation de la MO. Quant a
savoir quel facteur engendre cette hausse d’expression, nos données suggerent que le
contact direct avec les cellules stromales de la MO soit responsable de cette hausse

d’expression de CXCR4.

En conclusion, I’augmentation du nombre de CXCR4 correle avec un état
cellulaire prolifératif et le contact avec les cellules stromales entraine une hausse de
I’expression de CXCRA4. 1l serait intéressant de vérifier si le contact direct des cellules
CD34" de SCO avec les cellules stromales murines entraine aussi une hausse de leur

prolifération.

Ensuite, le C3agesare augmente la prise de greffe ainsi que la domiciliation a la MO
des cellules CD34" chez la souris. De plus, la domiciliation dans la MO est caractérisée
par une hausse de ’expression transitoire de CXCR4 en surface des cellules CD34" de
SCO. 1I serait donc intéressant de vérifier si le C3agesarg cause une surexpression de
CXCR4. D’autant plus, qu'une étude récente a démontré que ’acide valproique qui
induit une hausse de la migration, de la domiciliation et de la prise de greffe des CSH

causait aussi une hausse du nombre de CXCR4 en surface des CD34" de SCO [112].
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