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Avant-propos - Situation Générale de l’Etude

Ce travail de thèse s’insère dans une thématique générale d’étude des cellules souches 

hématopoïétiques (CSH). Les CSH, donnant naissance aux cellules sanguines matures, sont 

actuellement  les  cellules  souches  adultes  multipotentes  les  mieux  décrites  et  les  plus 

caractérisées  chez  les  mammifères.  Comme toutes  les  cellules  souches  elles  peuvent  soit 

s’auto-renouveler,  c’est-à-dire  donner  naissance  à  au moins  une cellule  fille  présentant  le 

même  potentiel  souche,  soit  produire  des  cellules  matures  hautement  spécialisées.  Leur 

potentiel de reconstitution hématopoïétique fait des CSH humaines une population cellulaire 

indispensable au développement de protocoles de recherche et à l’élaboration de thérapies 

(cellulaires et/ou géniques) et de greffes hématologiques. L’utilisation des CSH est limitée et 

parfois difficile du fait de leur très faible nombre en condition d’homéostasie. Un des enjeux 

actuels  est  d’amplifier  ces  cellules,  sans induire  leur  différenciation,  afin  de préserver  un 

potentiel souche indispensable à la reconstitution d’une hématopoïèse normale.

Contexte des travaux

De nombreuses études tentent de caractériser et de reproduire le microenvironnement 

complexe des niches hématopoïétiques, afin de comprendre comment les paramètres qui le 

composent  interviennent  dans  les  processus  d’auto-renouvellement,  d’engagement  ou  de 

survie des CSH, mais également pour les reproduire  in vitro dans des buts thérapeutiques. 

Dans  cette  optique,  notre  équipe  s’intéresse  depuis  plusieurs  années  à  un des  paramètres 

importants  dans le  processus de maintien  et  d’amplification  des CSH : la disponibilité  en 

oxygène  (O2)  dans  les  cultures.  En effet,  les  CSH les  plus  primitives  sont  localisées,  en 

condition  d’homéostasie,  dans  les  niches  hématopoïétiques  où  la  concentration  en  O2 est 

beaucoup  plus  basse  que  la  concentration  d’O2 atmosphérique.  Une  des  conséquences 

principales de ce phénomène est de maintenir les cellules les plus primitives dans un état dit 

« quiescent », caractérisé par une très faible activité métabolique et un arrêt du cycle cellulaire 

dans une phase particulière, la phase G0.
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Actuellement,  trois  sources  principales  de  CSH  adultes  normales  sont  utilisées  en 

recherche clinique : la mœlle osseuse, le sang placentaire et le sang circulant de patients ou de 

donneurs sains soumis à un traitement pharmacologique induisant une migration des cellules 

souches et des progéniteurs de la moelle osseuse vers le sang périphérique.  Cependant, la 

disponibilité limitée de ces sources, les faibles quantités de CSH obtenues et les contraintes 

techniques et  médicales de leur recueil  représentent  encore parfois  un obstacle  réel  à leur 

utilisation  thérapeutique.  C’est  pourquoi  nous  nous  sommes  intéressés  à  des  cellules  peu 

étudiées dans la littérature, mais présentant des fonctionnalités similaires : les CSH présentes 

dans le  sang périphérique  de donneurs sains,  n’ayant  été  soumises  au préalable  à  aucune 

mobilisation.

Objectifs de l’étude

Ce travail vise trois objectifs à long terme :

1- Pallier aux difficultés d’approvisionnement en CSH adultes normales : le nombre de CSH 

présentes dans le sang périphérique en condition d’homéostasie étant plus faible encore que 

dans  les  trois  sources  précédemment  citées,  nous  avons  d’abord  cherché  à  élaborer  et  à 

optimiser un protocole, simple et rapide, de récupération et de purification des CSH à partir de 

filtres  de  leucoréduction  (« leukoreduction  filters »,  LRF),  qui  représentent  une  source 

possible et abondante de CSH.

2- Développer des conditions de culture permettant la conservation ex vivo, sans congélation, 

de CSH humaines normales afin de pallier aux problèmes actuels de stockage de ces cellules 

par cryo-préservation.

3- Améliorer les techniques d’allo- et d’autogreffe à partir d’un unique échantillon cellulaire. 

Nous avons ainsi cherché à comprendre comment les basses concentrations d’O2 et certaines 

combinaisons de cytokines interviennent dans le maintien des cellules les plus primitives.
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Description des travaux

La première  phase  a  consisté  en  l’élaboration  d’un  protocole  de  récupération  et  de 

purification de CSH à partir  des LRF. Les rendements et  les  taux de pureté  de cellules - 

isolées sur la base de l’expression d’un antigène spécifique, le CD34 - nous ont permis de 

poursuivre  nos  travaux.  Leur  caractérisation  a  montré  qu’elles  présentaient  les  mêmes 

propriétés fonctionnelles et phénotypiques que celles issues des sources précédemment citées. 

Ces cellules représentent donc un bon modèle d’étude en recherche fondamentale et surtout 

une cible potentielle pour des travaux de recherche clinique à but thérapeutique. Les LRF, 

quotidiennement éliminés par les Etablissement Français du Sang (EFS) après la préparation 

de concentrés érythrocytaires, pourraient ainsi représenter une solution aux facteurs limitants 

d’approvisionnement et de récupération de CSH adultes normales. 

La  seconde  phase  a  nécessité  la  réalisation  de  cultures  cellulaires  à  0,1%  d’O2, 

concentration proche de celle observée dans les niches de la moelle osseuse. Afin d’établir des 

conditions  permettant  un  maintien  optimal  des  cellules  primitives,  différents  ajouts 

cytokiniques ont été testés afin d’évaluer leur influence sur les mécanismes de survie. Des 

tests  fonctionnels  et  phénotypiques  nous  ont  permis  de caractériser  une  population  ne  se 

divisant  pas  ou  faiblement,  ne  s’engageant  pas  dans  le  processus  de  différenciation  et 

conservant une capacité souche.

Organisation du manuscrit

Les notions de cellules souches, d’hématopoïèse, de cellules souches hématopoïétiques 

ainsi que leur identification antigénique et fonctionnelle, seront présentées dans la première 

partie de l’introduction. Une deuxième partie sera consacrée aux régulations intrinsèques et 

extrinsèques des CSH et notamment à l’importance du microenvironnement médullaire. La 

dernière partie de l’introduction traitera du rôle des basses concentrations d’O2, de
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leurs mécanismes d’action jusqu’à leur influence sur les cellules hématopoïétiques les plus 

primitives, ainsi que de l’importance du métabolisme oxydatif et énergétique.

Dans  la  section  suivante,  je  présenterai  et  discuterai  les  résultats  des  trois  projets 

complémentaires  de  ma  thèse :  tout  d’abord,  ceux  concernant  le  développement  et 

l’optimisation de la technique de purification de cellules CD34+ à partir des LRF, sous la 

forme  d’un  article  technique  publié  dans  Transfusion  en  2010 ;  puis,  les  résultats  liés  à 

l’influence des basses concentrations en O2 sur les populations primitives normales, sous la 

forme  d’un manuscrit  en  préparation ;  enfin,  les  résultats  des  travaux  réalisés  à  Florence 

(Italie), dans le cadre d’un stage de 6 mois au sein du Dipartimento di Patologia e Oncologia 

Sperimentali, traitant de la quiescence des cellules souches leucémiques (CSL) abordée sur 

une lignée leucémique humaine, la K562.

Pour  finir,  une  réflexion  générale  reprendra  les  résultats  majeurs  de  ces  travaux, 

replacera les données obtenues dans le contexte scientifique actuel, relatif à l’expansion des 

CSH humaines  et  aux  conditions  de  culture  à  basse  concentration  d’O2 et  présentera  les 

perspectives sélectionnées par notre équipe concernant la poursuite de ces travaux.
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I- Les cellules souches hématopoïétiques

I.1- Notion de cellules souches

I.1.1- Caractéristiques fondamentales

Les  cellules  souches  sont  définies  par  trois  caractéristiques  spécifiques  qui  les 

différencient  des autres cellules de l’organisme. Elles présentent 1- une capacité à s’auto-

renouveler, c’est-à-dire à donner naissance à au moins une cellule fille présentant ce même 

potentiel souche, 2- une capacité à se différencier, afin de produire différents types cellulaires 

hautement  spécialisés  et  3-  une  capacité  fonctionnelle  à  reconstituer  un  tissu  in  vivo 

(Siminovitch,  1963).  La  balance  entre  ces  deux  processus  d’auto-renouvellement  et 

d’engagement doit être strictement régulée afin d’éviter toute variation aberrante, en terme de 

croissance cellulaire et/ou tissulaire (Simons, 2011).

I.1.2- Potentiel de différenciation

Les  cellules  souches  possèdent  une capacité  à  se  différencier  particulière  selon  leur 

degré  d’engagement  (Figure  1).  Il  est  ainsi  possible  de  définir  schématiquement  quatre 

catégories de cellules en fonction de leur potentiel de différenciation :

- les cellules souches  totipotentes, assurant le développement de l’organisme dans sa 

totalité.  Ces  cellules  sont  capables  de  se  différencier  dans  tous  les  types  cellulaires  de 

l’organisme, y compris les tissus extra-embryonnaires indispensables au développement de 

l’embryon. Cette capacité est restreinte à l’ovule fécondé et aux cellules issues des premières 

divisions de cet  œuf jusqu’au quatrième jour (morula de 8 à 32 cellules)  (Denker, 2006 ; 

Seydoux, 2006).
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Figure 1 : Potentiels de différenciation des cellules souches

Les  cellules  totipotentes,  issues  d’un  ovule  fécondé,  sont  les  seules  capables  de  donner 

naissance à un individu complet. Les cellules pluripotentes, capables de générer tous les tissus 

de cet  individu,  donnent par divisions successives les cellules multipotentes  (exemple des 

CSH), à l’origine de plusieurs types cellulaires d’un même tissu. L’hypothèse de l’existence 

de cellules oligopotentes (exemple des CMP) est également figurée.
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- Les cellules souches embryonnaires, communément appelées cellules ES (Embryonic 

Stem cells), issues de la masse interne du blastocyste et capables de générer tous les tissus 

d’un  individu y  compris  les  cellules  germinales  (Evans,  1981 ;  Thomson,  1998).  Elles 

acquièrent  progressivement  des  spécificités  tissulaires  et  limitent  leur  potentiel  de 

prolifération  et  leur  diversité  de  différenciation.  Elles  ne  peuvent  cependant  pas  être  à 

l’origine  d’un  organisme  entier,  par  perte  de  leur  capacité  d’organisation  des  régions 

embryonnaires, et sont dites pluripotentes.

- Les cellules souches multipotentes, trouvées chez l’embryon, le fœtus et l’adulte, sont 

engagées vers un type tissulaire spécifique et sont à l’origine de plusieurs types cellulaires 

distincts (Shantly, 2006). Elles peuvent reconstituer à long terme un tissu normal et complet et 

sont spécialisées dans le maintien de l’intégrité tissulaire. C’est notamment le cas des cellules 

souches hématopoïétiques (CSH).

- Selon certains, il existerait des cellules souches dites oligopotentes à l’origine de types 

cellulaires plus restreints encore. Ces cellules, représentées par certains progéniteurs dont les 

potentialités ne sont pas encore totalement limitées, pourraient reconstituer un tissu normal, 

mais uniquement à court terme. Les progéniteurs myéloïdes communs (CMP), retrouvés lors 

de la différenciation hématopoïétique, appartiendraient à cette classe de cellules.

I.1.3- Cas particulier des cellules souches adultes

I.1.3.a- Historique de la découverte

Les recherches sur les cellules souches adultes ont débuté dans les années 1950, lorsque 

des chercheurs ont mis en évidence, dans le sang périphérique, des cellules hématopoïétiques 

multipotentes capables de reconstituer une hématopoïèse normale (Brecher, 1951).

Quelques  années  plus tard,  Till  et  McCulloch  introduisent  la  notion de  CSH.  Ils  la 

présentent comme une cellule très primitive à l’origine de n’importe quelle cellule
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Figure 2 : Hétérogénéité des cellules souches adultes dans l’homéostasie et la 

réparation tissulaire

Les tissus peuvent être classés en trois catégories : les tissus à fort renouvellement cellulaire 

(sang, peau, intestin), présentant un large compartiment de cellules souches et possédant un 

potentiel régénératif fort ; les tissus à renouvellement cellulaire faible, mais à haut potentiel 

régénératif  et  les  tissus  à  faible  renouvellement  cellulaire  et  faible  potentiel  régénératif, 

présentant des cellules souches capables de réparation limitée uniquement.

Adapté d’après Rando, 2006.
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hématopoïétique  (McCulloch,  1960 ;  Till,  1961).  Lors  de  leurs  travaux,  ils  observent  la 

formation de nodules spléniques au bout de 10 jours, suite à l’injection de cellules de moelle 

osseuse de souris saines à des souris irradiées de manière létale. Ces nodules nommés alors 

«  Colony  Forming  Unit-Spleen »  (CFU-S),  ont  révélé  après  examen  histologique  être 

composés  de  cellules  hématopoïétiques  différenciées  ou en cours  de différenciation  et  de 

même origine clonale (Becker, 1963).  Des travaux plus tardifs ont cependant révélé que les 

CFU-S  correspondaient,  non  pas  à  des  CSH,  mais  plutôt  à  des  progéniteurs  primitifs 

(Siminovitch, 1963 ; Till, 1964 ; Metcalf, 1970).

Ultérieurement,  des  cellules  souches  ont  été  découvertes  pour  les  autres  tissus  de 

l’organisme, dont certaines, telles que les cellules souches mésenchymateuses (CSM), sont 

capables de régénérer plusieurs types tissulaires chez l’adulte (Friedenstein, 1974).

I.1.3.b- Hétérogénéité tissu-dépendante

Les cellules souches adultes assurent l’homéostasie des tissus. En effet, elles permettent 

de  conserver  un  nombre  constant  de  cellules  différenciées  en  réponse  à  un  besoin 

physiologique (renouvellement des cellules mortes, réponse à un stimulus exogène) ou à une 

agression  tissulaire.  Les  cellules  souches  sont  donc  capables  de  générer  des  cellules  de 

morphologie et de fonctions très variées tout en conservant une capacité à proliférer. Elles 

forment une entité hétérogène et, selon les cas, elles ne présentent pas le même potentiel de 

différenciation et de régénération tissulaire (Rando, 2006) (Figure 2).

Les cellules souches adultes, malgré leur rareté et leur difficulté à être purifiées, restent 

des cellules facilement récupérables en comparaison avec les autres types de cellules souches. 

Ainsi,  seules  les  stratégies  thérapeutiques  de  transplantation  utilisant  les  cellules  souches 

adultes sont développées actuellement et notamment celles utilisant les CSH ou les CSM. 
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I.2. L’hématopoïèse

I.2.1. Présentation générale

L’hématopoïèse  -  du  grec  haímatos «du  sang»  et  poíêsis «création»  -  caractérise 

l’ensemble  des  mécanismes  de  divisions  multiples  et  de  différenciations  progressives  qui 

concourent,  tout  au long de la vie  d’un individu,  à la production continue et  régulée des 

cellules sanguines matures fonctionnelles : les érythrocytes (hématies ou globules rouges), les 

plaquettes et les leucocytes (globules blancs). Le système hématopoïétique permet ainsi de 

générer  des  cellules  qui  donneront  naissance  à  toutes  les  lignées  de  cellules  sanguines 

(Akashi, 2000 ; Orkin, 2000). Schématiquement, les cellules sanguines sont classées en deux 

catégories :  les  cellules  lymphoïdes (lymphocytes  B,  T  et  natural  killer)  et  les  cellules 

myéloïdes (érythrocytes,  mégacaryocytes,  granulocytes  et  lymphocytes)  (Akashi,  2000 ; 

Kondo, 2000).

Les  cellules  matures  du sang présentent  une  durée  de vie  limitée :  une production 

continue tout au long de la vie de l’individu est donc essentielle. L’hématopoïèse assure ainsi 

une production quantitativement très importante, estimée à 1012 cellules par jour - à savoir 

2.1011 érythrocytes,  4.1011 plaquettes  et  1010 leucocytes.  Cette  production  est  étroitement 

régulée  de  manière  à  maintenir  constant  le  nombre  de  cellules  sanguines  en  condition 

d’homéostasie  et  afin  de  répondre  à  des  variations  quantitativement  importantes  lors 

d’agressions extérieures (chimiothérapie, hémorragie, infection). Cette régulation repose sur 

des  mécanismes  fins  et  complexes  qui  seront  abordés  dans  la  prochaine  section.  Des 

dysfonctionnements  de  l’hématopoïèse  conduisent  au  développement  de  pathologies  avec 

chute  du  nombre  de  cellules  sanguines  (anémie,  agranulocytose,  aplasie  médullaire)  ou 

production excessive dérégulée de celles-ci (leucémie, lymphome).
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Figure 3 : Ontogenèse de l’hématopoïèse humaine
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I.2.2. Ontogenèse du tissu hématopoïétique

Contrairement à Aristote qui, dans son traité « Partie des animaux » (350 av JC), avait 

anticipé  la  présence  des  cellules  à  l’origine  de  l’hématopoïèse  dans  le  cœur,  l’organe 

hématopoïétique majeur pendant toute la vie adulte est la moelle osseuse. Cependant, durant 

les  premiers  stades  du  développement  des  vertébrés,  les  sites  anatomiques  où  se  déroule 

l’hématopoïèse ne sont pas fixes (Auerbach, 1996 ; Zon, 1995).

Les  premières  cellules  sanguines  observées  chez  l’embryon  sont  des  érythrocytes 

primitifs, retrouvés dans le mésoderme ventral extra-embryonnaire du sac vitellin (Moore, 

1970). Ils sont à l’origine de l’hématopoïèse primitive ou embryonnaire. Retrouvés associés 

aux premières cellules vasculaires, les érythrocytes primitifs sont regroupés sous forme d’îlots 

sanguins (Orkin, 2000). La formation de ces cellules sanguines embryonnaires coïncidant de 

manière  spatiale  et  temporelle  avec  la  vasculogenèse,  ainsi  que  l’existence  de  certains 

marqueurs  communs  entre  ces  cellules,  ont  fait  naître  l’hypothèse  de  l’existence  d’un 

progéniteur  primitif  commun :  l’hémangioblaste  (Pardanaud,  1989 ;  Jaffredo,  1998 ; 

Pardanaud, 1999). Durant l’embryogenèse humaine, cette hématopoïèse primitive siège dans 

le  sac  vitellin  à  partir  du  16ème jour  jusqu’à  la  6ème semaine  de  gestation  (Tavian,  2005) 

(Figure 3). Les érythrocytes primitifs, circulant dans l’embryon, approvisionnent en oxygène 

les tissus en développement (Marshall, 2001) et disparaissent au cours des stades suivants de 

l’embryogenèse (Tavian, 2001). Une étude récente met cependant en évidence la persistance 

de ces cellules plus de 12 mois après la naissance et leur capacité à générer une descendance 

significative  dans  le  sang  périphérique  (Samokhvalov,  2007).  Ces  résultats  font  ainsi  de 

l’origine des CSH retrouvées chez l’adulte un sujet controversé.
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Figure 4 : Représentation schématique des compartiments hématopoïétiques

CSH : Cellule souche hématopoïétique ; MPP : Progéniteur multipotent ; CLP : Progéniteur 

lymphoïde  commun ;  CMP :  Progéniteur  myéloïde  commun ;  MEP :  Progéniteur  érythro-

mégacaryocytaire ;  GMP :  Progéniteur  granulo-macrophagique ;  BMPC :  Progéniteur 

basophile-mastocytaire ; CDP : Progéniteur dendritique commun.
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Indépendamment de cette hématopoïèse primitive, une seconde vague hématopoïétique, 

d’origine  intra-embryonnaire  cette  fois,  émerge  au  niveau  de  la  région  aorte-gonade-

mésonéphros (AGM) dès le 27ème jour de gestation. Elle est à l’origine de l’hématopoïèse 

définitive ou adulte (Godin, 1993 ; Medvinsky, 1993 ; Dzierzak, 1995 ; Tavian, 1999). Les 

CSH dérivées de l’AGM sont les premières CSH multipotentes définitives. Elles migrent vers 

le foie fœtal à partir du 30ème jour de gestation, puis dans la moelle osseuse (Tavian, 2005), qui 

devient le site hématopoïétique définitif : d’abord dans tous les os de l’organisme, pour se 

restreindre finalement  aux os plats  (sternum, cotes,  vertèbres,  os iliaques  et  sacrum),  vers 

l’âge de 5 ans.

I.2.3. Organisation du tissu hématopoïétique

De façon schématique, les cellules du système hématopoïétique peuvent être séparées en 

quatre compartiments au sein d’un système hiérarchisé complexe et pyramidal (Figure 4). 

Ces compartiments hétérogènes renferment un continuum de cellules en cours de maturation. 

La transition entre les CSH très immatures et les cellules matures circulantes se fait par des 

processus progressifs d’engagement vers une voie unique de différenciation. Tout au long de 

ces  étapes,  la  cellule  acquiert  de  façon irréversible  des  caractéristiques  spécifiques  de  sa 

lignée et perd, en fin de différenciation, sa capacité de prolifération.

I.2.3.a- Les CSH

Chez l’adulte, les CSH sont principalement localisées dans la moelle osseuse, où elles 

ne représentent que 0,005 à 0,01% de la population cellulaire totale (Sutherland, 1990). Elles 

sont  aussi  retrouvées  dans  le  sang périphérique  (Brecher,  1951 ;  Kessinger,  1986),  à  une 

concentration d’environ 0,001% de la population cellulaire totale.

Ces  cellules  multipotentes,  non  identifiables  morphologiquement,  sont  donc  très 

minoritaires physiologiquement. Les CSH sont les seules cellules capables de régénérer,
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Figure 5 : Modèles de division et d’engagement en différenciation des CSH

A : Théorie stochastique, B : Théorie déterministe,  C : Théorie des divisions asymétriques, 

D : Théorie des divisions symétriques.

D’après Simons, 2011.
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in  vivo et  à  long terme,  l’ensemble  des  lignées  lymphoïdes  et  myéloïdes  lors  de  greffes 

primaires et secondaires. Cette caractéristique fonctionnelle définit au sens strict les CSH.

Le  maintien  d’un  nombre  constant  de  CSH  est  indispensable  au  maintien  d’une 

hématopoïèse normale tout au long de la vie d’un individu. Ce réservoir est régulé par trois 

équilibres  fondamentaux entre :  survie  ou  apoptose,  prolifération  ou  quiescence, 

différenciation ou auto-renouvellement. Des travaux ont en effet montré que la majorité des 

CSH est  hors  du cycle  cellulaire,  dans  une phase caractéristique  appelée  G0 ou phase de 

quiescence et présente un état de prolifération lente ou « low cycling » (Orford, 2008) . Cet 

état  de  dormance  les  protège  des  agressions  extérieures :  radiations,  agents  chimio-

thérapeutiques (Lerner,  1990 ;  Mauch, 1995). Le maintien de leur intégrité génomique est 

également préservé par un nombre limité de divisions, une forte activité télomérase et des 

systèmes de réparations de l’ADN hautement spécialisés (Morrison, 1996). Plusieurs théories 

existent quant à l’équilibre entre auto-renouvellement et engagement en différenciation des 

CSH (Simons, 2011) (Figure 5) :

- La théorie stochastique selon laquelle la différenciation hématopoïétique se fait 

de manière aléatoire et  autonome, le microenvironnement agissant en aval sur la sélection 

(Bailey, 1964 ; Ogawa, 1993).

-  La théorie  déterministe,  selon laquelle  la  différenciation  hématopoïétique  est 

contrôlée  par  le  microenvironnement  des  CSH,  aussi  bien  par  des  facteurs  anatomiques 

(interactions avec d’autres types cellulaires ou avec la matrice extracellulaire) qu’humoraux 

(facteurs de croissance) (Van Zant, 1979 ; Daniel, 1989).

-  la  théorie  des  divisions  asymétriques,  selon  laquelle  une  cellule  mère  après 

division donne naissance à une CSH et à une cellule engagée en différenciation.

- La théorie des divisions symétriques, selon laquelle deux cellules filles ont le 

même devenir : rester CSH ou s’engager.
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Figure 6 : Modèles d’engagement des MPP
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Physiologiquement,  il  est  probable  que  certains  éléments  de  chaque  théorie  soient 

associés ; notamment l’existence de divisions asymétriques « déterminées » pour les CSH au 

sein de zones spécifiques de la moelle osseuse. 

I.2.3.b- Les progéniteurs

Le compartiment des progéniteurs hématopoïétiques est issu de la prolifération et de la 

différenciation des CSH. Egalement non identifiables morphologiquement,  les progéniteurs 

ont perdu la capacité de s’auto-renouveler et possèdent une forte capacité de différenciation.

On distingue plusieurs types de progéniteurs : des progéniteurs multipotents immatures 

(MPP)  possédant  une  capacité  de  prolifération  accrue  et  des  progéniteurs  plus  matures, 

lymphoïdes (CLP) ou myéloïdes (CMP), présentant un potentiel de prolifération limité. Les 

CLP donneront par différenciation des progéniteurs B, T et NK. De la même manière, les 

CMP  donneront  soit  des  progéniteurs  érythroïdes  (BFU-E,  puis  CFU-E),  soit  des 

progéniteurs  granulo-macrophagiques  (CFU-GM)  eux-mêmes  à  l’origine  des  progéniteurs 

granuleux (CFU-G) et macrophagiques (CFU-M) (Akashi, 2000). Ces progéniteurs tardifs 

sont engagés vers un seul type cellulaire.

Récemment,  le  modèle  courant  de  hiérarchie  hématopoïétique,  consistant  en  une 

dichotomie des CMP et CLP, a été remis en cause par la découverte d’un progéniteur nommé 

LMPP  (Lymphoid-Primed  Multipotent  Progenitor)  (Adolfsson,  2005).  Il  pourrait  donner 

naissance aux cellules lymphoïdes monocytaires et granulocytaires, mais ne présenterait pas 

de potentiel d’engagement vers les cellules érythroïdes et mégacaryocytaires. Sa découverte a 

permis d’établir plusieurs modèles d’engagement (Figure 6). Là encore, ces théories basées 

essentiellement sur des travaux in vitro ne reflètent probablement que partiellement la réalité.
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I.2.3.c- Les précurseurs

Contrairement  aux  CSH  et  aux  progéniteurs,  les  précurseurs  sont  identifiables 

morphologiquement  sur  myélogramme  ou  coupes  de  biopsie  ostéo-médullaire.  Ils  sont 

irréversiblement  engagés  dans  une  seule  lignée  cellulaire  et  présentent  une  capacité 

proliférative  limitée  à  quelques  divisions.  Les  étapes  de  maturation  des  précurseurs 

s’accompagnent de modifications morphologiques communes à tous les lignages (diminution 

de la taille cellulaire et du rapport nucléo-cytoplasmique, condensation de la chromatine) ou 

spécifiques  de l’un d’eux.  Les  cellules  acquièrent  également  l’équipement  biochimique  et 

métabolique, membranaire et cytoplasmique leur permettant d’assurer leurs fonctions propres 

(Wheater, 2001).

I.2.3.d- Les cellules matures

Egalement identifiables morphologiquement, ces cellules passent dans le sang par un 

phénomène de transmigration endothéliale et certaines migrent encore jusqu’à certains tissus 

spécifiques.  Les cellules  matures,  incapables  de se diviser  et  présentant  une durée de vie 

limitée, possèdent chacune une fonction spécifique : les érythrocytes assurent le transport des 

gaz  du  sang,  les  polynucléaires  (neutrophiles,  éosinophiles,  basophiles,  monocytes/ 

macrophages) entrent en jeu dans la réponse immunitaire non spécifique, les lymphocytes (B, 

T, NK) interviennent dans l’immunité acquise et les plaquettes régulent l’hémostase.

Les cellules des différents compartiments sont soumises à une régulation complexe qui 

détermine leur devenir (prolifération/différenciation) et le choix de la voie d’engagement. Une 

alternative est la mort cellulaire, ou apoptose, qui constitue aussi un mode de régulation. Le 

micro-environnement des cellules joue, à chaque étape de leur différenciation, un rôle majeur 

dans ce choix. Toutes les étapes initiales communes de différenciation se déroulent dans la 

moelle  osseuse,  mais  certains  progéniteurs  migrent  relativement  tôt  dans  des  organes 

périphériques afin de poursuivre leur différenciation.
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Figure  7  :  Caractéristiques  phénotypiques  et  fonctionnelles  des  cellules 

hématopoïétiques primitives humaines
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I.2.4. Identification des CSH

Aucun marqueur membranaire spécifique des CSH n’a été identifié à ce jour. Les CSH 

appartiennent à des populations hématopoïétiques primitives définies soit phénotypiquement 

par  la  présence  et/ou  l’absence  de  certains  marqueurs,  soit  fonctionnellement  par  leurs 

propriétés  métaboliques.  Malgré  un  possible  enrichissement  important  en  CSH,  une 

purification homogène de ces cellules demeure actuellement impossible. Leur identification 

ne peut se faire qu’a posteriori par des tests fonctionnels d’analyse de leur descendance.

I.2.4.a- Caractéristiques phénotypiques des CSH

Les  méthodes  d’isolement  des  CSH  et  des  progéniteurs  hématopoïétiques  reposent 

majoritairement  sur  la  détection  d’antigènes  de  surface  via  des  anticorps  monoclonaux 

couplés soit à des billes magnétiques (séparation sur colonnes immuno-magnétiques), soit à 

des  molécules  fluorescentes  (séparation  par  cytométrie  de  flux  et  tri  cellulaire).  Ces 

techniques  font  intervenir  des  molécules  présentes  à  la  surface  des  cellules  et  nommées 

antigènes de différenciation (ou  CD pour « Clusters of Differentiation »). Le modèle murin 

étant couramment utilisé pour l’étude de l’hématopoïèse, de nombreux marqueurs de surface 

ont notamment été décrits pour cette espèce. Bien que nombre d’entre eux soient communs 

avec les cellules humaines, de grandes différences existent.  Dans ce chapitre seront traités 

uniquement les marqueurs membranaires humains les plus caractéristiques (Figure 7).

Le  marqueur  le  plus  couramment  utilisé  pour  l’isolement  de  populations 

hématopoïétiques primitives humaines est le CD34. Découverte il y a plus de 25 ans (Civin, 

1984), cette sialomucine membranaire semble être impliquée dans l’adhérence des cellules 

primitives (Drew, 2005). Elle est exprimée sur les CSH mais également sur les progéniteurs 

hématopoïétiques (DiGiusto, 1994 ; Sutherland, 1989) et elle définit une population contenant 

des cellules capables de reconstituer une hématopoïèse normale chez un receveur 
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irradié de manière létale (Berenson, 1988). Les populations de cellules CD34+ représentent 

une population enrichie en CSH ; cependant, ce marqueur seul est insuffisant à les isoler de 

manière homogène. Certaines études suggèrent l’existence, chez l’homme, d’une population 

de  cellules  souches  CD34- à  l’origine  des  cellules  CD34+ (Bhatia,  1998 ;  Zanjani,  1998 ; 

Engelhardt, 2002). L’expression du CD34 pourrait être réversible dans les CSH humaines : 

des cellules CD34+ ont été décrites comme capables de générer  in vivo des cellules CD34-, 

elles-mêmes capables de générer des cellules CD34+ après une greffe secondaire (Dao, 2003).

A ce premier antigène peut être associé l’antigène  CD38. Etant considéré comme un 

marqueur  de  différenciation,  les  CSH  sont  retrouvées  dans  la  population  CD34+/CD38- 

(Bhatia, 1997a ; Novelli 1998 ; Ishikawa, 2003). Tout comme le CD34, l’expression du CD38 

est réversible et dépend de l’état d’activation des cellules. A ces deux marqueurs principaux 

s’ajoutent  également  le  CD133 (ou  AC133),  exprimé  sur  les  cellules  hématopoïétiques 

primitives humaines et disparaissant lors de la différenciation (Yin, 1997), le CD90 (ou Thy1) 

et le CD117 (ou c-kit), tous deux exprimés faiblement par les cellules primitives.

Les marqueurs phénotypiques ne donnent finalement qu’un reflet de la population de 

CSH réellement présente et les données montrent bien la difficulté actuelle à identifier ex vivo 

les CSH, en partie du fait de la variabilité partielle d’expression des antigènes membranaires 

et de l’influence des conditions environnementales. Bien que l’utilisation couplée de plusieurs 

marqueurs  et  l’étude  de  nouvelles  combinaisons  possibles  permettent  d’augmenter 

l’enrichissement en cellules souches, elles en éliminent en parallèle un faible pourcentage.

I.2.4.b- Caractéristiques fonctionnelles des CSH

Les CSH sont essentiellement  quiescentes : 85 à 90% des CSH de la moelle osseuse 

sont en phase G0/G1 (Fleming, 1993 ; Yamaguchi, 1998), ainsi que la quasi-totalité des CSH 

présentes dans le sang périphérique après mobilisation (Uchida, 1997). Des drogues
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cytotoxiques, comme le 5-FU (5-Fluoro-Uracile), permettent la déplétion des cellules en cycle 

et l’enrichissement en cellules primitives : les cellules résistantes au 5-FU représentent ainsi 

une population de CSH et de progéniteurs très immatures (Berardi, 1995).

Une  autre  caractéristique  des  populations  hématopoïétiques  primitives  concerne  la 

présence de pompes à efflux transmembranaires leur conférant la capacité d’expulser certains 

colorants  vitaux.  Cette  caractéristique  peut  être  utilisée  pour  révéler  ces  populations.  Les 

cellules excluant le colorant vital Hoechst 33342, un marqueur fluorescent se liant à l’ADN et 

à l’ARN, représentent une population cellulaire distincte appelée « Side Population » (SP). La 

corrélation de cette population avec les marqueurs phénotypiques est variable : dans la moelle 

osseuse, la population SP contient majoritairement des cellules CD34-, alors que dans le sang 

de cordon la population SP contient à la fois des cellules CD34+ et CD34- (Cheung, 2006). La 

Rhodamine  123  (Rho123),  un  deuxième  colorant  vital  se  fixant  spécifiquement  à  la 

membrane des mitochondries, peut être utilisé. Les populations enrichies en CSH, pauvres en 

mitochondries,  présentent  des  taux  faibles  de  Rho123  (Rho123faible)  (Bertoncello,  1985 ; 

Ploemacher, 1988 ; Ratajczak, 1998).

D’autres  marqueurs  métaboliques  peuvent  également  être  utilisés  pour  isoler  des 

populations hématopoïétiques primitives : l’expression d’une enzyme spécifique, l’aldéhyde 

déshydrogénase (ALDH), présente dans les CSH et les progéniteurs (Sharkis, 1997), corrèle 

avec le potentiel de reconstitution hématopoïétique (Hess, 2004).

De  la  même  manière  que  pour  les  marqueurs  phénotypiques,  aucune  de  ces 

caractéristiques  métaboliques  ou  fonctionnelles  ne  permet  actuellement  d’isoler  une 

population homogène de CSH. En parallèle de ces différents marqueurs, des tests fonctionnels 

ont  été  développés  et  sont  couramment  employés  pour  caractériser  les  populations 

hématopoïétiques immatures.
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Figure 8 : Hiérarchie des CSH et des progéniteurs en fonction des méthodes de 

détection utilisées

Adapté d’après Brunet de la Grange, 2004 et Guitart, 2009.
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I.2.4.c- Tests fonctionnels

Ces tests, spécifiques des cellules hématopoïétiques primitives, évaluent leurs propriétés 

de prolifération  et  de pluripotence.  Bien  que lourds  à  réaliser,  ils  permettent  d’estimer  la 

fréquence  de  ces  cellules  dans  différentes  fractions  cellulaires  et  reposent  sur  l’étude  a 

posteriori de  leur  descendance,  suite  à  leur  prolifération  et  à  leur  différenciation.  Deux 

approches  sont  envisagées :  une approche  in  vitro,  reposant  sur  la  culture  des  cellules  en 

milieu liquide ou semi-solide et une approche  in vivo, basée sur la capacité des cellules à 

reconstituer une hématopoïèse normale après injection à des animaux irradiés ou conditionnés 

via des traitements myélosuppressifs. Une hiérarchie des différentes sous-populations de CSH 

et de progéniteurs a pu ainsi être établie sur la base de ces tests fonctionnels (Figure 8). Bien 

qu’ils permettent de révéler et de quantifier indirectement les CSH, ces tests ne permettent pas 

une identification individuelle de ces cellules dans une population donnée, même restreinte.

- Tests in vivo de reconstitution hématopoïétique à long terme

Ces tests sont basés sur l’injection de cellules d’intérêt dans un modèle animal receveur, 

majoritairement  murin.  Ce  sont  les  tests  les  plus  adéquats  pour  l’analyse  qualitative  et 

quantitative  du  potentiel  de  prolifération  et  de  différenciation  des  CSH.  Ils  permettent 

également d’étudier la migration des cellules hématopoïétiques et reposent sur l’évaluation de 

la production de cellules matures pendant une période relativement  longue.  Pour cela,  les 

animaux  sont  préalablement  irradiés  ou  conditionnés  à  l’aide  de  myélosuppresseurs,  de 

manière  létale  ou sub-létale.  Ceci  permet  de faciliter  l’analyse  de la  capacité  des cellules 

injectées  à  reconstituer  une  hématopoïèse  normale  chez  le  receveur.  Deux  modèles  de 

transplantation  sont  essentiellement  utilisés  :  le  modèle  syngénique  (souris/souris 

principalement) et le modèle xénogénique (homme/souris).
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Les  tests  syngéniques sont  les  premiers  à  avoir  été  développés.  Ils  reposent  sur 

l’injection  de  cellules  de  moelle  osseuse  de  souris  à  d’autres  souris  irradiées  de  même 

génotype. Les prélèvements des rates des animaux receveurs après 10 à 12 jours permettent de 

quantifier  les  nodules,  ou  colonies,  visibles  à  la  surface  de  l’organe.  Chaque  colonie, 

composée  d’un  ou  plusieurs  types  cellulaires,  est  issue  d’une  unique  cellule  spécifique 

provenant de la moelle osseuse du donneur et est appelée  CFU-S (Till, 1961). Ces cellules 

représentent  une  population  hétérogène  composée  de  cellules  ayant  un  potentiel  d’auto-

renouvellement limité et de cellules plus primitives capables d’auto-renouvellement prolongé 

(Till, 1964 ; Ploemacher, 1989). D’autres tests, basés sur des greffes chimériques, utilisent des 

souris ne différant que par l’expression d’un haplotype de l’antigène CD45. Ils permettent de 

révéler des cellules présentant soit un potentiel MRA (pour « Marrow Repopulating Ability ») 

capables  de  reconstituer  une  hématopoïèse  normale  chez  un  premier  receveur,  soit  un 

potentiel  LTRA (pour « Long-Term Repopulating Ability ») et capables de reconstituer une 

hématopoïèse  normale  lors  de  greffes  secondaires  chez  un  nouveau  receveur  (Morrison, 

1994). Ces deux populations se distinguent donc par un auto-renouvellement limité (MRA) ou 

prolongé (LTRA).

Les  tests  xénogéniques sont  basés  sur  l’utilisation  d’animaux  immunodéficients 

capables de tolérer la greffe de cellules hématopoïétiques humaines sans rejet et ont fortement 

facilité l’étude expérimentale des CSH humaines. Le modèle murin NOD/SCID (pour « Non 

Obese Diabetic / Severe Combined ImmunoDeficiency ») est le modèle le plus couramment 

utilisé (Shultz, 1995). L’environnement médullaire de ces souris est adapté à la reconstitution 

myéloïde et lymphoïde B humaines (Pflumio, 1996). Cependant, le développement de cellules 

lymphoïdes  T  humaines  est  absent  chez  ces  souris,  du  fait  d’une  activité  résiduelle  des 

cellules NK murines. De nouvelles souches, présentant des activités NK abolies et issues de 

souris de fond génétique NOD/SCID, ont donc été établies par invalidation de 
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gènes  supplémentaires.  Le  modèle  le  plus  caractéristique  est  le  modèle  de  souris 

NOD/SCID/IL-2Rγnull ou  NOG (Ito,  2002).  Il  permet  une  meilleure  prise  de  greffe  des 

cellules humaines et présente une durée de vie plus longue.

Concernant  le  protocole  de  transplantation,  il  nécessite  l’injection  de  cellules 

hématopoïétiques humaines dans la circulation sanguine (intraveineuse) ou directement dans 

le fémur des animaux receveurs. Ceux-ci doivent préalablement être conditionnés de manière 

sub-létale, afin de réduire la cellularité médullaire et de faciliter l’implantation des cellules 

humaines. La prise de greffe est évaluée sur la proportion de cellules humaines détectées dans 

la moelle, le sang ou la rate des animaux (chimérisme), au minimum 6 à 7 semaines post-

greffe (Lapidot, 1992). Il est généralement admis que les cellules injectées sont capables de 

reconstituer une hématopoïèse normale lorsque 0,1 à 1% des cellules isolées de la moelle 

osseuse des animaux receveurs sont d’origine humaine. Cette proportion peut varier jusqu’à 

80%. Les cellules  humaines sont identifiées  sur la base de l’antigène CD45 humain et  la 

propriété  de  multipotence,  au  sein  de  cette  population,  peut  également  être  évaluée  par 

analyse de marqueurs spécifiques des lignages hématopoïétiques capables de se différencier 

chez les animaux receveurs.

Les cellules humaines à l’origine d’une hématopoïèse lympho-myéloïde, après injection 

à des animaux receveurs immunodéficients, sont appelées  SRC (pour « SCID Repopulating 

Cells »). Leur fréquence a été évaluée, par des tests de reconstitution en dilution limite, à 1 

pour  106 cellules  mononuclées,  à  1  pour  103 cellules  CD34+/CD38- de  sang  de  cordon 

(Conneally, 1997), à 1 pour 3.106 cellules mononuclées de moelle osseuse et à 1 pour 6.106 

cellules mononuclées après mobilisation (Wang, 1997). Des sous-populations présentant des 

potentiels de greffe différents sont retrouvées dans la population globale de cellules CD34+ : 

les ST-SRC (pour « Short-Term-SRC »), capables de reconstituer une hématopoïèse pendant 

une durée limitée à quelques semaines et ne pouvant pas assurer une transplantation
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secondaire  (Hogan,  2002) et  les  LT-SRC (pour  « Long-Term-SRC »),  capables  de 

reconstituer l’hématopoïèse d’un deuxième voire d’un troisième receveur (Guenechea, 2001).

Malgré les biais que ces tests in vivo introduisent (facteurs influençant la migration et la 

colonisation des niches hématopoïétiques,  différenciation terminale incomplète,  fiabilité de 

détection des cellules humaines), ils représentent actuellement les tests les plus performants et 

les seuls permettant de révéler la présence de CSH humaines.

- Tests in vitro

Ces  tests  consistent  à  favoriser  la  prolifération  et  la  différenciation  des  cellules  à 

identifier,  jusqu’à un stade directement  caractérisable.  Le temps mis  par ces cellules pour 

atteindre ce stade peut également renseigner sur leur primitivité.

Le  premier  test,  réalisé  dans  un  milieu  semi-solide  (généralement  méthylcellulose), 

permet de révéler après culture des cellules capables de former des colonies ou CFC (pour 

« Colony Forming Cell »). Ces cellules correspondent à des progéniteurs (Bradley, 1966) et 

l’aspect de la colonie permet d’identifier la lignée hématopoïétique dans laquelle la cellule 

d’origine  est  engagée.  Il  est  ainsi  possible  d’identifier  différents  progéniteurs : 

mégacaryocytaires (CFU-MK), BFU-E puis CFU-E, CFU-GM, ou encore CFU-G et CFU-M. 

Des colonies composées de plusieurs types cellulaires, issues de progéniteurs plus immatures 

(CMP), sont également identifiables. Le niveau de primitivité du progéniteur originel peut 

être évalué d’après les caractéristiques de la colonie : nombre de cellules, types cellulaires et 

temps de culture nécessaire. Une population en amont des CFC, appelée pré-CFC, peut être 

révélée par réalisation, en amont d’une étape de culture en milieu semi-solide, d’une étape de 

culture liquide favorisant leur prolifération avec différenciation en CFC.

Un second test permet de révéler une sous-population minoritaire de cellules possédant 

une capacité proliférative suffisante pour repeupler une culture liquide. Ces cellules, appelées
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CRC (pour « Culture Repopulating Cell »), sont identifiées grâce à un système de cultures 

liquides  en deux temps (Cipolleschi,  2000 ;  Giuntoli,  2007) :  une culture  liquide primaire 

(LC1),  permettant  de  comparer  des  conditions  particulières,  suivie  d’une  culture  liquide 

secondaire (LC2), réalisée dans des conditions de culture identiques entre elles et permettant 

de révéler l’effet des traitements appliqués sur les CRC durant la LC1. La primitivité des CRC 

peut être déterminée grâce aux cinétiques de repopulation au cours des LC2 successives.

Le dernier test, ou culture de Dexter, repose sur un système de culture à long terme de 5 

semaines en milieu liquide en présence d’une couche de cellules nourricières (Dexter, 1977). 

Ce système a été adapté aux cellules hématopoïétiques humaines par utilisation de cellules 

stromales  de  moelle  osseuse  (Sutherland,  1989),  puis  de  lignées  stromales  xénogéniques, 

essentiellement  murines,  dérivées  de  la  moelle  osseuse  et  du  foie  fœtal  (Itoh,  1989 ; 

Sutherland, 1991 ; Moore, 1997). Ces cellules permettent de recréer un microenvironnement 

médullaire,  via  l’expression  ou la  sécrétion  de facteurs  de croissance,  de  cytokines  et  de 

molécules  d’adhésion  nécessaires  à  la  survie  et  à  la  prolifération  des  cellules 

hématopoïétiques. La production de cellules clonogènes (CFC), à l’issue des 5 semaines de 

culture,  reflète  le  nombre  de  progéniteurs  LTC-IC (pour  « Long  Term Culture-Initiating 

Cell ») - population plus immature que les pré-CFC - initialement présents dans la suspension 

cellulaire. Une LTC-IC est définie par sa capacité à générer au moins un progéniteur CFC 

myéloïde, lymphoïde ou multipotent lors de la culture secondaire en milieu semi-solide, suite 

aux 5 semaines de co-culture.
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II- Régulation des CSH adultes normales

Afin  de  préserver  intact  le  réservoir  de  CSH  au  sein  de  structures  spécifiques  du 

microenvironnement,  de  les  maintenir  quiescentes  ou  d’assurer  leur  engagement  dans  les 

lignages hématopoïétiques, différents facteurs sont indispensables et participent au maintien 

d’une  hématopoïèse  normale.  Ces  facteurs  interviennent  également  plus  tardivement  au 

niveau des compartiments des progéniteurs et des précurseurs.

La littérature définit deux catégories de facteurs : des  facteurs extrinsèques, présents 

dans  le  microenvironnement  cellulaire  (molécules  d’adhésion  ou  d’ancrage,  cytokines, 

chimiokines,  facteurs  de  croissance,  hormones  et  molécules  chimiques  diverses)  et  des 

facteurs intrinsèques, capables de réguler l’hématopoïèse au niveau de la cellule elle-même 

(essentiellement des facteurs de transcription). Cette apparente dichotomie mérite cependant 

d’être nuancée.  En effet,  les facteurs extrinsèques témoignent de l’adaptation constante de 

l’hématopoïèse physiologique aux besoins de l’organisme, tandis que les facteurs intrinsèques 

correspondent probablement à une réponse indirecte, mal connue car complexe, aux diverses 

variations des facteurs environnementaux.

Les mécanismes de régulation des cellules hématopoïétiques seront ainsi présentés selon 

des niveaux hiérarchiques : tout d’abord les facteurs du microenvironnement intervenant dans 

la  régulation  de  l’hématopoïèse,  puis  les  mécanismes  impliqués  directement  au  niveau 

intracellulaire.  Une première  section  sera  consacrée  à  l’étude  du microenvironnement  des 

cellules hématopoïétiques  les plus primitives qui,  physiologiquement,  sont retrouvées dans 

des  zones  spécialisées  de  la  moelle  osseuse  communément  appelées  « niches 

hématopoïétiques ».

42



Introduction - Régulation des CSH adultes normales

II.1- Le microenvironnement médullaire

Chez l’homme  adulte,  l’unique  site  hématopoïétique  est  la  moelle  osseuse.  Elle  est 

constituée  de  moelle  rouge  et  jaune,  respectivement  active  et  inactive  sur  le  plan 

hématopoïétique  (Kricun,  1985 ;  Williams,  1995).  Les  cellules  hématopoïétiques  se 

développent  ainsi  dans  un  microenvironnement  complexe  composé,  d’une  part,  des 

différentes  cellules du stroma médullaire (Kierszenbaum, 2007) - fibroblastes, adipocytes, 

ostéoblastes, ostéoclastes, cellules réticulaires, macrophages, progéniteurs mésenchymateux et 

endothéliaux - et, d’autre part, des molécules issues de la matrice extracellulaire (ECM) - 

fibronectine,  laminine,  protéoglycanes  -  réparties  au  sein  du  tissu  conjonctif  constitué  de 

fibres de collagène. La majorité des CSH réside dans ou près de l’endoste, surface interne de 

l’os à l’interface entre l’os et la moelle osseuse, au sein de structures spécifiques assurant leur 

maintien et leur différenciation en progéniteurs.

II.1.1- Concept de « niche »

Dès la fin des années 1960, Trentin a montré que les cellules stromales possédaient un 

rôle actif dans la régulation de la différenciation des CSH (Wolf, 1968 ; Trentin, 1971). Il 

propose que ce mécanisme nécessite une interaction entre les deux types cellulaires et qualifie 

le stroma médullaire d’« hematopoietic inductive microenvironment » (HIM).

Le terme de niche hématopoïétique fut  employé  pour la première fois par Schofield 

(Schofield,  1978).  Il  propose,  pour  compléter  la  notion  de  HIM,  l’existence  d’une  niche 

spécifique des CSH capable de contrôler leur engagement en différenciation et leur permettant 

de proliférer tout en maintenant leur potentiel souche.  Une caractéristique essentielle de la 

niche hématopoïétique est donc de maintenir la majorité des CSH dans un état indifférencié 

(Scadden, 2006). Elle intervient également dans la prolifération des cellules moins primitives, 

afin de maintenir l’homéostasie tissulaire (Abkowitz, 2002).
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Figure 9 : Modèles possibles pour la niche hématopoïétique

A- Les CSH résident dans la niche vasculaire mais sont influencées par des facteurs solubles 

libérés par les cellules endostéales.  B- Les CSH résident dans la niche ostéoblastique mais 

peuvent  migrer  vers  l’environnement  vasculaire.  C- Les  CSH  résident  dans  deux  niches 

endostéales  et  vasculaires,  distinctes  spatialement,  mais  présentant  des  similarités 

fonctionnelles.  D- Les CSH résident dans deux niches endostéales et vasculaires, distinctes 

spatialement et fonctionnellement. Adapté d’après Kiel, 2008.
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La dernière décennie a connu un important regain d'intérêt pour les niches - des CSH et 

des  autres  types  cellulaires  (Spradling  2001 ;  Li  2005 ;  Lemischka,  2003 ;  Moore,  2006 ; 

Jones, 2008) - alimenté par l’attrait général acquis par la biologie de ces cellules et par la mise 

au point de nouvelles approches expérimentales  in vivo.  Ce regain d’intérêt  est  également 

nourri par la prise de conscience de l’importance de la notion de niche pour la médecine 

régénératrice (Bianco, 2011).

II.1.2 - Diversité des niches hématopoïétiques

En  2003,  deux  études  réalisées  chez  la  souris  ont  démontré  que  les  cellules 

ostéoblastiques ou endostéales étaient  capables d’influencer la taille  du réservoir  de CSH, 

impliquant de ce fait les ostéoblastes comme un des composants indispensables de la niche 

hématopoïétique (Calvi, 2003 ; Zhang, 2003). Cependant, une étude indépendante a suggéré 

que les cellules endothéliales des sinusoïdes vasculaires de la moelle osseuse représentaient, 

de  par  leur  proximité  avec  les  CSH,  l’unique  niche  hématopoïétique  (Kiel,  2005). 

Actuellement, l’existence et/ou la coexistence d’une niche ostéoblastique (ou endostéale) et 

d’une  niche  vasculaire  font  débat.  Plusieurs  modèles  sont  ainsi  proposés  concernant 

l’existence de CSH au sein des niches ostéoblastiques et vasculaires (Kiel, 2008) (Figure 9). 

Un relatif consensus voudrait que la niche ostéoblastique soit spécialisée dans le maintien et 

la  quiescence  des  CSH  à  long  terme  et  qu’au  contraire  la  niche  vasculaire  permette  la 

mobilisation, la différenciation et la prolifération de celles-ci (Kopp, 2005).
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Figure 10 : Interactions impliquées dans l’adhésion et le recrutement des CSH 

au sein de la niche ostéoblastique

Parallèlement aux phénomènes d’adhésion et d’ancrage médiés par les différentes molécules 

présentées dans ce schéma, leurs implications complémentaires dans la biologie des CSH sont 

également citées. Bien que n’intervenant pas directement dans les phénomènes d’ancrage ou 

de libération des CSH,  l’activation des ostéoblastes par la PTH, via son récepteur PPR, est 

elle aussi illustrée dans cette figure. VLA = Very Late Antigen.

Adapté d’après Rizo, 2006 et Graf, 2007.
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II.2- Régulation des CSH par le microenvironnement

Les CSH entretiennent un dialogue constant avec leurs niches par l’intermédiaire de 

contacts directs avec les cellules stromales et de facteurs diffusibles et environnementaux. Un 

certain  nombre  de  molécules  d’adhésion,  de  couples  ligands/récepteurs  et  de  voies  de 

signalisation spécifiques sont impliqués dans les interactions entre ces cellules et les CSH 

(Jones, 2008 ; Lataillade, 2010). Les facteurs diffusibles sont, quant à eux, représentés par des 

hormones, des cytokines et des chimiokines.

II.2.1- Facteurs d’adhésion et de recrutement au sein de la niche

Les  interactions  au  sein  de  la  niche  hématopoïétique  nécessitent  des  phénomènes 

d’adhésion et de recrutement faisant intervenir des protéines transmembranaires spécifiques, 

telles  les  N-cadhérines,  les  intégrines,  la  superfamille  des  immunoglobulines  (V-CAM, I-

CAM et N-CAM) et les molécules de l’ECM, ainsi que l’interaction de certains ligands avec 

leur  récepteur  (Tie2/Ang-1,  OPN/CD44,  CXCL12/CXCR4)  (Figure  10).  Cette  section 

propose un aperçu des couples ligands/récepteurs et de leur influence directe dans l’adhésion 

et l’ancrage des CSH, mais également dans les phénomènes de régulation et de recrutement de 

ces cellules.

Certaines cellules ostéoblastiques expriment fortement la N-cadhérine à leur surface et 

sont nommées SNO (Spindle-shaped N-cadherin+ CD45- Osteoblastic). Ces cellules, activées 

par l’hormone parathyroïde (PTH), jouent un rôle essentiel dans la régulation et la taille de la 

niche hématopoïétique (Zhang, 2003). Elles métabolisent les molécules constituant l’ECM, 

développent des interactions N-cadhérine/ß-caténine ou intégrines avec les CSH et sécrètent 

des  facteurs  nécessaires  à  l’adhésion  de  celles-ci.  Ces  facteurs  jouent  également  un  rôle 

primordial  dans  le  maintien  des  CSH  en  quiescence.  Parmi  ces  facteurs  sont  retrouvés 

l’angiopoïétine-1 (Ang-1), l’ostéopontine (OPN) et la chimiokine CXCL12 :
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-  la  liaison  de  l’Ang-1 à  son  récepteur  Tie2 a  été  décrite  comme  jouant  un  rôle 

important dans l’adhésion des CSH et dans leur maintien en quiescence (Arai, 2004). L’Ang-1 

augmente également l’expression des N-cadhérines à la surface des ostéoblastes, favorisant 

l’ancrage des CSH au sein de la niche hématopoïétique (Hosokawa, 2010).

-  L’OPN,  reconnue par  les  CSH via  le  récepteur  CD44,  agit  comme un régulateur 

négatif de leur prolifération et assure leur localisation, dans un état quiescent, à la surface de 

l’endoste (Nilsson, 2005).

-  Le  CXCL12 ou  SDF-1 (Stromal  Derived  Factor-1)  est  produit  par  les  cellules 

stromales  de  la  niche  hématopoïétique  et  interagit  avec  le  récepteur  CXCR4,  fortement 

exprimé à la surface des CSH primitives (Kopp, 2005). Cette chimiokine présente un rôle 

chimio-attractant pour les CSH et sa sécrétion régule leur migration et leur localisation au sein 

de la niche (Lapidot, 2001). Le CXCL12 intervient également dans la régulation du nombre 

de CSH présentes  dans  la  circulation  sanguine (Yin,  2006 ;  Lyman,  1993).  L’addition  de 

CXCL12  in  vitro inhibe  l’entrée  en  cycle  des  cellules  hématopoïétiques  primitives  et 

l’inactivation de son récepteur dans les CSH génère une prolifération excessive de celles-ci, 

impliquant un éventuel rôle du couple CXCR4/CXCL12 dans le maintien en quiescence des 

CSH (Nie, 2008). Cette notion est cependant controversée (Eaves, 2005 ; Sugiyama, 2006). 

Ce  couple  représente  également  un  des  éléments  essentiels  dans  la  régulation  de  deux 

phénomènes  importants  de l’hématopoïèse adulte,  le  homing et  la  mobilisation des  CSH 

(Zou,  1998 ;  Lataillade,  2004 ;  Hicks,  2011 ;  Sharma,  2011).  Le  homing,  caractérisant  la 

migration  des  CSH  de  la  circulation  sanguine  vers  le  compartiment  osseux  après 

franchissement de la barrière  endothéliale via l’expression de facteurs de croissance et de 

molécules d’adhésion tel le SDF-1, est un processus essentiel mis en jeu notamment lors des 

transplantations de moelle osseuse (Lapidot, 2005). Au contraire, le processus de mobilisation 

caractérise le franchissement de la barrière endothéliale par les CSH et les
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progéniteurs  dans  le  sens  opposé  (Hattori,  2001).  La  mobilisation  des  CSH vers  le  sang 

périphérique représente en clinique une source importante de cellules pour les protocoles de 

transplantation. Des injections de G-CSF (Granulocyte-Colony Stimulating Factor), répétées 

pendant 5 jours, sont réalisées chez les patients et permettent d’abolir l’ancrage des CSH à 

leur  microenvironnement,  suite  au  clivage  du  SDF-1,  notamment  par  des  protéases 

synthétisées et sécrétées par les polynucléaires neutrophiles (To, 1997 ; Levesque, 2004).

-  un  dernier  facteur  exprimé  par  les  cellules  de  la  niche  hématopoïétique,  le  FGF 

(Fibroblast Growth Factor) et notamment le FGF-4, intervient également dans l’adhésion et le 

maintien de l’auto-renouvellement des CSH (de Haan, 2003 ; Yeoh, 2006). Il a été proposé 

qu’en  parallèle  du  SDF-1,  un  gradient  décroissant  de  FGF  s’établissait  entre  la  niche 

vasculaire et la niche ostéoblastique, favorisant la mobilisation des CSH dans la circulation 

sanguine (Kopp, 2005).

Indépendamment des facteurs précédemment décrits, il a été suggéré que la PTH serait 

essentielle à la prolifération et au maintien des CSH, en régulant positivement l’activité des 

ostéoblastes (Calvi, 2003). La concentration en ions calciums Ca2+ joue elle aussi un rôle au 

sein  de  la  niche  hématopoïétique.  L’ancrage  des  CSH  dans  celle-ci  est  régulée  par 

l’expression du récepteur CaR (Calcium-sensing Receptor) et par la l’interaction Ca2+/actine 

(Adams, 2006).

II.2.2- Les voies de signalisation dans la niche

Plusieurs voies interviennent dans la régulation de l’homéostasie hématopoïétique (pour 

revue Warr, 2011). La description des acteurs impliqués, ainsi que leurs mécanismes d’action 

seront  présentées  brièvement  dans  les  figures  associées  (Figure  11  et  12).  Seule  leur 

influence dans la régulation des cellules hématopoïétiques sera développée dans cette section.
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Figure 11 : Mécanismes moléculaires des voies de signalisation TGF-β/BMP et 

Wnt/β-caténine et leurs implications dans la biologie des CSH

La famille des TGF-β comprend 3 isoformes du TGF-β (TGF-β1/2/3), environ 20 isoformes 

de BMP et l’activine. Activé après clivage dans la MEC, le TGF-β se lie à 2 récepteurs des 

cellules  hématopoïétiques  primitives  (TGF-βRI  et  II)  entraînant  en  aval  l’activation  des 

facteurs de transcription de la famille Smad, notamment Smad-2/-3 ou -4 (Karlsson, 2007).

L’interaction des BMP avec les récepteurs BMPR induit la phosphorylation de Smad-1/-5 ou 

-8. Des dimères phosphorylés forment avec Smad-4 un complexe qui migre dans le noyau et 

module certains gènes cibles (Cheung, 2006).

Composée de 19 glycoprotéines, la famille Wnt exerce son action majoritairement via la voie 

dite canonique. Wnt, exprimée par les cellules stromales, interagit avec le complexe Frizzled 

(Fzd)/Lrp5-6 et  active  le  facteur  de  transcription  β-caténine.  Constitutivement,  elle  est 

phosphorylée via le complexe Axine/Gsk3b et dégradée. En présence de Wnt, Lrp5 et 6 sont 

phosphorylés  et  la  β-caténine  libérée  interagit  avec  les  facteurs  nucléaires  Tcf  et  Lef, 

modulant ainsi plusieurs gènes cibles.

Adapté d’après Graf, 2007 et Warr, 2011.
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- La voie de signalisation TGF-β/BMP (Figure 11)

Le TGF-β (Transforming Growth Factor-β) et  le  BMP (Bone Morphogenic  Protein) 

participent activement à la régulation des CSH dans la niche (Isufi, 2007 ; Singbrant, 2010). 

Le TGF-β est exprimé à la fois par les cellules hématopoïétiques primitives et par les cellules 

stromales de la moelle osseuse, suggérant que les CSH peuvent exprimer ce facteur,  mais 

également en être la cible (Ruscetti, 2005). Le TGF-β module l’expression des récepteurs de 

cytokines (IL-1R et c-kit) et augmente l’expression d’inhibiteurs du cycle cellulaire (p27 et 

p57) (Dubois, 1990 ; Dubois, 1994 ; Dao, 1998). Des études in vitro ont montré que TGF-β1 

et TGF-β3 exercent des effets antiprolifératifs sur les populations de progéniteurs et de CSH, 

favorisant la quiescence de ces dernières (Goey,  1989 ;  Hatzfeld,  1991).  Le TGF-β influe 

positivement  sur  l’activation  et  l’accumulation  nucléaire  de  FoxO3a.  Ce  facteur  de 

transcription joue un rôle critique dans la réponse à un stress oxydatif et maintient les CSH en 

quiescence (Miyamoto, 2007 ; Yamazaki, 2009). Ainsi, la voie du TGF-β permet de réguler le 

niveau d’espèces réactives de l’oxygène (ROS, Reactive Oxygen Species) dans les CSH et 

joue un rôle déterminant dans leur maintien et leur protection dans les niches. Malgré les 

nombreux résultats obtenus in vitro chez la souris, la compréhension du rôle in vivo de la voie 

impliquant le TGF-β reste encore peu documentée. 

Concernant les BMP, une concentration élevée d’un de ses membres (BMP-2, -4 ou -7) 

inhibe la prolifération des CSH tout en maintenant la survie à long terme et les capacités de 

greffe de ces cellules (Bhatia, 1999). Le  BMP4 est retrouvé fortement exprimé à la surface 

des  cellules  ostéoblastiques  associées  à  la  niche  et  serait  impliqué  dans  la  régulation  du 

nombre, mais également des fonctions des CSH in vivo (Goldman, 2009 ; Renström, 2010). 

Un déficit de son récepteur probable,  BMPR1a, induit une diminution de leur capacité de 

reconstitution à long terme (Zhang, 2003).
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Figure 12 : Mécanismes moléculaires des voies de signalisation Hedgehog et 

Notch et leurs implications dans la biologie des CSH

Dans la  voie  Hedgehog les protéines  Hh (Shh,  Ihh,  Dhh)  se lient  au récepteur  Patched1 

(Ptch1) régulant négativement la protéine Smoothened (Smo), à laquelle il est associé. La 

liaison d’une Hh à Ptch1 entraîne la libération de Smo qui active les facteurs de transcription 

du Glioblastome (Gli1 et Gli2). Ces facteurs favorisent l’activation de gènes cibles essentiels, 

notamment ceux codant pour la cycline D1, la cycline E, c-Myc, Ptch1. (Trowbridge, 2006).

Les protéines de la famille Notch (Notch1-4) exprimées par les cellules hématopoïétiques se 

lient  aux  ligands  des  cellules  stromales,  Jagged-1/-2 et  Delta-1/-3/-4 (Radtke,  2010), 

entraînant le clivage et la libération des domaine extra- et intracellulaire des Notch (NECD et 

NICD). NICD interagit avec les protéines MamL-1 et Cbf-1, favorisant alors la transcription 

de  gènes  cibles  essentiels  (Hes1,  Hes5, Hey1 et  Notch1 lui-même)  (Weber,  2010 ; 

Schwanbeck, 2008). L’activité de Notch dépend également de l’internalisation de ligands, non 

figurés ici, via les ligases Mindbomb (Mib-1/-2) et Neuralized (Neur-1/-2) (Bray, 2006). 

Adapté d’après Graf, 2007 et Warr, 2011.
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- La voie de signalisation Wnt/β-Caténine (Figure 11)

La famille des protéines Wnt (Wingless Integrase) intervient dans le maintien et l’auto-

renouvellement  des  cellules  hématopoïétiques  matures  et  immatures  (Staal,  2010). 

L’inhibition  de  cette  voie  par  une  surexpression  d’axine  a  montré  une  diminution  de  la 

croissance des CSH (cf. Figure 11). La perte partielle du complexe régulant négativement la 

β-caténine favorise également l’auto-renouvellement de ces cellules (Lane, 2010). Enfin, la 

voie Wnt entraîne une augmentation de l’expression de Notch1 et de HoxB4, impliqués dans 

le maintien du stock de cellules hématopoïétiques immatures dans un état indifférencié (Baba, 

2006). L’ensemble de ces données suggère que cette voie joue un rôle significatif dans le 

maintien  des  CSH  in  vitro.  De  par  la  diversité  des  protéines  Wnt  et  de  leur  possible 

redondance, l’étude du rôle de cette voie  in vivo n’a pas permis d’aboutir à des conclusions 

aussi nettes (Jeannet, 2008 ; Koch, 2008).

- La voie de signalisation Hedgehog (Figure 12)

La famille Hedgehog (Hh) est composée de trois protéines : Sonic Hh (Shh), Indian Hh 

(Ihh) et Desert Hh (Dhh). L’expression de Ihh par les cellules stromales augmente la capacité 

des progéniteurs CD34+ à former des colonies ainsi  que leur potentiel  de greffe (Kobune, 

2004). Shh semble activer la prolifération des cellules CD34+ de la moelle osseuse via les 

BMP  (Bhardwaj,  2001 ;  Chung,  2001).  Bien  que  de  nombreuses  études  suggèrent  une 

importance de Shh dans la régulation de l’hématopoïèse en condition d’homéostasie, d’autres 

suggèrent que cette voie assurerait le maintien de l’auto-renouvellement des CSH uniquement 

dans  des  conditions  de  haut  stress  hématopoïétique  (transplantation,  traitements 

myélosuppressifs).  Cette  notion  est  actuellement  encore  discutée  (Gao,  2009 ;  Hofmann, 

2009).
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Figure 13 : Production des facteurs de croissance hématopoïétiques

La production et la sécrétion des facteurs de croissance par divers tissus et cellules sont à la 

fois constitutives et inductibles. L’EPO (flèche rouge) est produite constitutivement par le foie 

(environ 10% de l’EPO totale) et peut-être induite par l’hypoxie. Le G-CSF (flèche verte) est 

majoritairement  induite  dans  les  tissus  par  les  fibroblastes  et  les  macrophages  et  par  les 

cellules  endothéliales  via  des  médiateurs  inflammatoires  (IL-1,  IL-6  et  TNF-α).  La  TPO 

(flèche bleue) est produite constitutivement par le foie (environ 50% du taux basal) et le rein 

et peut-être induite dans le foie par des récepteurs inflammatoires (essentiellement IL-6) et 

dans la moelle osseuse après cytopénie. D’après Kaushansky, 2006.
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- La voie de signalisation Notch (Figure 12)

Cette  voie  est  impliquée  dans  la  régulation  des  compartiments  des  CSH  et  des 

progéniteurs (Duncan, 2005). Son induction  in vitro favorise l’expansion des progéniteurs 

hématopoïétiques primitifs (Karanu, 2000 ; Karanu, 2001 ; Varnum-Finney, 2000 ; Varnum-

Finney, 2003) et son inhibition entraîne la différenciation des CSH. Ces résultats montrent 

que Notch favorise l’auto-renouvellement des CSH et le maintien des progéniteurs dans un 

état indifférencié (Duncan, 2005 ; Stier, 2002).

II.2.3- Importance des facteurs solubles

Les facteurs solubles (facteurs de croissance, cytokines et hormones), interviennent à 

tous  les  niveaux  de  l’hématopoïèse  et  régulent  notamment  le  réservoir  des  CSH,  mais 

également l’expansion cellulaire et la différenciation dans les lignages hématopoïétiques, ainsi 

que la maturation terminale des cellules sanguines. Toutes ces molécules, produites in vivo à 

de faibles concentrations (Zhu, 2002), peuvent interagir entre elles, modulant ainsi leurs effets 

sur les cellules cibles. Elles sont sécrétées soit à distance, comme l’érythropoïétine (EPO) ou 

la thrombopoïétine (TPO) sécrétées respectivement par le foie et le rein, soit par les cellules 

constituant la niche hématopoïétique, comme le G-CSF par les cellules endothéliales et les 

fibroblastes (Figure 13). L’action de ces facteurs nécessite obligatoirement leur liaison à des 

récepteurs, de plusieurs classes distinctes, présents à la surface des cellules hématopoïétiques, 

ainsi que l’activation de voies de signalisation particulières. Ces facteurs peuvent, selon leur 

nature,  réguler  positivement  ou  négativement  l’hématopoïèse  et,  bien  que  leur  action 

spécifique in vivo soit difficile à établir, ils sont couramment utilisés in vitro, notamment dans 

les protocoles d’expansion et de maintien des cellules hématopoïétiques les plus primitives. 

En lien avec nos travaux, ce dernier point fera l’objet dans ce chapitre d’une section détaillée 

concernant l’état actuel des connaissances.
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Figure 14 : Régulation par les facteurs de croissance et cytokines de certaines 

étapes cibles de l’hématopoïèse

Adapté d’après Kaushansky, 2006.
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II.2.3.a- Les facteurs régulant positivement l’hématopoïèse (Figure 14)

Parmi ces facteurs, trois d’entre eux, ainsi que leur récepteur, jouent un rôle essentiel 

dans l’auto-renouvellement des CSH : la TPO, le SCF (Stem Cell Factor) et le Flt3-L (Fms-

Like Tyrosine kinase 3-ligand). La TPO et son récepteur Mpl interviennent dans le maintien 

en quiescence et l’expansion des CSH adultes. Mpl est fortement exprimé sur les LT-CSH 

quiescentes  et  cette  expression diminue dans les ST-CSH et les progéniteurs multipotents 

(Buza-Vidas, 2006). Les LT-CSH sont, de plus, majoritairement retrouvées à proximité des 

ostéoblastes  sécrétant  la  TPO  (Yoshihara,  2007).  Le  SCF,  couplé  à  son  récepteur  c-kit, 

intervient également dans la survie et/ou l’expansion des CSH. c-kit, fortement exprimé dans 

les  CSH  de  la  moelle  osseuse,  induit  un  signal  anti-apoptotique  tout  en  maintenant  la 

quiescence  de  ces  cellules  (Thorén,  2008).  Enfin,  le  récepteur  au  Flt3-L,  Flt3/Flk2,  est 

exprimé sur les progéniteurs hématopoïétiques primitifs et joue un rôle essentiel dans leur 

survie, leur prolifération et leur différenciation (Mackarehtschian, 1995). D’autres cytokines 

interviennent également lors des étapes précoces de l’hématopoïèse : l’IL-3 (Interleukine-3) 

ou  multi-CSF,  l’IL-6 et  le  GM-CSF (Granulocyte  and  Macrophage-Colony  Stimulating 

Factor).  L’IL-3 et  le  GM-CSF stimulent,  par exemple,  les  progéniteurs  myélo-érythroïdes 

multipotents et les progéniteurs érythroïdes et granulo-macrophagiques.

D’autres cytokines possèdent des spectres d’actions plus restreints et interviennent lors 

des étapes tardives de l’hématopoïèse, voire lors des phases terminales de différenciation : 

l’EPO (différenciation  érythroïde),  le  G-CSF (Granulocyte-Colony  Stimulating  Factor, 

différenciation granuleuse et  rôle  dans la  mobilisation des cellules  primitives),  le  M-CSF 

(Macrophage-Colony  Stimulating  Factor,  différenciation  terminale  des  monocytes  et 

macrophages),  l’IL-4  (différenciation  des  lymphocytes  B),  l’IL-7 (différenciation  des 

lymphocytes  B,  T  et  NK),  l’IL-5 (production  des  polynucléaires  éosinophiles)  et  l’IL-2 

(prolifération des cellules lymphoïdes).
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Tableau  1  :  Applications  cliniques  de  l’expansion  ex  vivo  des  cellules 

hématopoïétiques humaines

Adapté d’après Douay, 2003.



Introduction - Régulation des CSH adultes normales

II.2.3.b- Les facteurs régulant négativement l’hématopoïèse

Ils jouent un rôle déterminant dans l’homéostasie hématopoïétique en inhibant l’auto-

renouvellement  et/ou  la  différenciation  des  CSH  et  régulent  ainsi  le  nombre  de  cellules 

hématopoïétiques.  Ils  comprennent  le  TNF-α (Tumor  Necrosis  Factor-α),  qui  induit 

l’apoptose des cellules hématopoïétiques via sa liaison à TNF-R2, le PF4 (Platelet Factor-4) 

qui inhibe la mégacaryopoïèse, mais dont l’action régule également positivement la viabilité, 

la survie et l’adhésion des CSH et des progéniteurs (Maurer, 2006) et la protéine  Mip-1α 

(Macrophage  inhibitory  protein-1α),  qui  restreint  la  différenciation  des  cellules 

hématopoïétiques primitives (Taichman, 2000).

Les  facteurs  de  croissance  et  les  cytokines  représentent  des  facteurs  clés  dans  la 

régulation de l’homéostasie hématopoïétique. Cependant, bien que les effets isolés de chacun 

puissent être évalués sur les populations primitives, la réalité physiologique est difficilement 

appréhendable.  En  effet,  les  interactions  existant  in  vivo entre  ces  facteurs,  ainsi  que 

l’importance  de  leur  concentration  et  des  autres  composants  du  microenvironnement 

médullaire, sont actuellement difficiles voire impossibles à reproduire  in vitro. Malgré cela, 

différentes combinaisons cytokiniques permettant l’expansion des cellules les plus primitives 

sont étudiées et optimisées depuis plusieurs années, notamment dans des buts thérapeutiques.

II.2.3.c- Combinaisons cytokiniques et expansion ex vivo des CSH 

L’utilisation  des  cellules  hématopoïétiques  lors  de  transplantations  allogéniques  ou 

autologues est devenue depuis plus de 40 ans un outil thérapeutique majeur. Comme nous 

l’avons précédemment cité, la limitation majeure pour l’utilisation efficace des CSH est leur 

faible nombre disponible. Ainsi, l’expansion ex vivo des cellules d’un greffon doit permettre 

soit d’augmenter le nombre de cellules primitives dans un greffon insuffisant (Tableau 1), 

soit de diminuer la quantité de cellules à prélever pour constituer ce greffon, soit d’accroître le
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nombre de cellules matures afin de raccourcir la durée de l’aplasie médullaire. Actuellement, 

parmi les 3 principales sources de CSH humaines - cellules de sang de cordon, de moelle 

osseuse, ou mobilisées dans le sang périphérique (Emerson, 1996) - l’attrait pour les cellules 

de sang de cordon connaît  un essor grandissant,  du fait  de leur rapide disponibilité,  de la 

fréquence plus faible des réactions hôte-greffon et du potentiel de prolifération de ces CSH en 

rapport avec leur immaturité. Le désavantage principal est leur faible nombre par rapport aux 

CSH  de  moelle  osseuse,  elles-mêmes  responsables  d’une  prise  de  greffe  et  d’une 

reconstitution plus rapides. Plusieurs protocoles d’expansion des cellules de sang de cordon 

ont donc été étudiés et évalués en clinique de manière à résoudre ou limiter ces problèmes.

La  majorité  des  études  repose sur  l’utilisation  combinée  d’au moins  trois  cytokines 

parmi le SCF, la TPO, le G-CSF, le Flt3-L, l’IL-3 et l’IL-6 (pour revue Koestenbauer, 2009). 

Le Tableau 2 propose une vue d’ensemble de certaines combinaisons cytokiniques mises au 

point  lors  d’études  précédentes,  des  cellules  utilisées  et  des  résultats  obtenus  sur  les 

populations hématopoïétiques primitives.  La question du choix optimal des cytokines pour 

l’expansion des CSH reste donc ouverte. Nous verrons, dans la section dédiée aux faibles 

concentrations d’oxygène, que l’expansion des CSH ex vivo peut également être favorisée par 

un paramètre encore peu pris en compte, la faible oxygénation. Notons enfin que de nouvelles 

molécules ont récemment été étudiées concernant l’expansion des CSH ex vivo, notamment 

des  nouveaux  facteurs  de  croissance,  des  morphogènes,  mais  également  des  facteurs  de 

transcription,  couplés,  la  plupart  du  temps,  aux  combinaisons  de  cytokines  classiques 

précédemment citées (pour revue Dahlberg, 2011). De nombreux autres facteurs ont été mis 

en évidence pour leur influence dans l’expansion  ex vivo des cellules hématopoïétiques les 

plus  primitives,  notamment  les  milieux  de  culture  utilisés  (conditions  cytokiniques, 

importance  du  sérum),  les  concentrations  cellulaires  initiales  ainsi  que  la  pureté  des 

échantillons, mais également l’influence des temps de culture (pour revue Douay, 2001).
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Figure 15 : Principaux facteurs de transcription régulant l’hématopoïèse

Adapté d’après Orkin, 2008. 
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II.3- Mécanismes intracellulaires impliqués dans la régulation des CSH

Les  mécanismes  mis  en jeu au niveau  intracellulaire  sont  fortement  dépendants  des 

interactions  des  cellules  avec  leur  microenvironnement.  Ces  interactions  interviennent  au 

niveau des éléments clés de la régulation cellulaire, comme des facteurs de croissance, des 

molécules régulatrices du cycle cellulaire et des microARN, dont le rôle dans la régulation des 

populations hématopoïétiques a récemment été mis en évidence.

II.3.1- Facteurs de transcription et voies de transduction du signal

Dans cette  partie  nous citerons  brièvement  l’importance  du rôle de certains  facteurs 

dans l’hématopoïèse sans développer leur influence propre sur les différents compartiments. 

Les  lecteurs  intéressés  trouveront  dans  l’Annexe  1  une  description  plus  détaillée  de  ces 

facteurs de croissance, ainsi que les références bibliographiques afférentes à ce sujet.

Les CSH et les différents lignages hématopoïétiques sont sous une dépendance fine de 

nombreux facteurs de transcription et de transducteurs de signal, eux-mêmes soumis à des 

régulations d’ordre métabolique ou moléculaire (Figure 15). La régulation de ces facteurs est 

étroitement liée à des grandes voies de signalisation, activées en amont et/ou en aval de ceux-

ci.  Les  facteurs  de croissance interviennent  tout  d’abord  dans  l’auto-renouvellement  et  la 

quiescence  des  CSH,  ainsi  que  dans  les  premiers  stades  de  l’engagement  vers  les  voies 

myéloïdes ou lymphoïdes. De nombreux autres facteurs interviennent plus tardivement dans 

les processus de différenciation et de maturation de chaque lignage hématopoïétique.

Deux voies de signalisation interviennent en amont et/ou en aval de la régulation par les 

facteurs précédemment cités et assurent la transduction des signaux intracellulaires. La voie 

JAK/STAT fait  intervenir  la  famille  des  kinases  Janus  (JAK) dont  l’activité  kinase  leur 

permet de se lier à des facteurs STAT (Signal Transducers and Activators of Transcription). 

La phosphorylation des STAT permet leur transport dans le noyau où ils régulent de
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Figure 16 : Phases du cycle cellulaire et principales stratégies de régulation

Adapté d’après Kong, 2003.
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nombreux  gènes  cibles.  De  manière  constitutive,  STAT3 et  STAT5 favorisent  l’auto-

renouvellement des CSH et leur capacité de renouvellement hématopoïétique à long terme 

(Chung,  2006 ;  Wierenga,  2006).  La  seconde  voie  fait  intervenir  la  PI3K (Phosphatidyl 

Inositol  3-Kinase)  qui  permet,  suite  à  l’activation  d’un  récepteur  tyrosine  kinase,  le 

recrutement  et  la  phosphorylation  d’AKT.  Cette  activation  d’AKT  va  permettre  la 

transduction de signaux impliqués dans des processus tels que le métabolisme du glucose, la 

prolifération et la survie cellulaire.

II.3.2- Importance du cycle cellulaire

II.3.2.a- Présentation générale

Le cycle cellulaire est un des éléments essentiels intervenant dans la régulation des trois 

équilibres fondamentaux des CSH : survie/apoptose, prolifération/quiescence, différenciation/ 

auto-renouvellement. Le cycle est schématiquement divisé en 4 phases distinctes :  G1,  S ou 

synthèse,  G2 et  M ou mitose. En marge de la phase G1, s’ajoute une phase G0 ou phase de 

quiescence,  durant laquelle les cellules présentent  une activité  métabolique faible et ne se 

divisent pas (Figure 16).

Le  déroulement  du  cycle  cellulaire  est  soumis  à  des  contrôles,  ou  « checkpoints », 

localisés en différents points précis au niveau des transitions G1/S, S/G2, G2/M et au niveau 

d’un point R (Restriction) de la phase G1 (O’Connell, 2000). Ce point R représente un point 

de non-retour à partir duquel les cellules ne dépendront plus de signaux mitogéniques pour 

leur division (Boye,  2009). Le passage du point  R nécessite  l’hyperphosphorylation de la 

protéine du rétinoblastome suppresseur de tumeur (Rb). Les phases du cycle sont également 

sous la dépendance positive de complexes entre des CDK (pour « Cyclin-DependentKinase ») 

et des cyclines. Quatre CDK (CDK4/6, CDK2 et CDK1) et quatre cyclines (D, E, A, B) sont 

majoritairement décrites chez l’homme.
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Figure 17 : Biogenèse des microARN et mécanismes d’action

La synthèse des miR et leur liaison aux ARNm met en jeu une cascade d’évènements faisant 

intervenir  plusieurs  complexes  protéiques.  Les  microARN  sont  transcrits  par  les  ARN 

polymérases I et II (ARN Pol I, II) en transcrits primaires appelés pré-microARN. Après des 

étapes de maturation dans le noyau, ils sont transportés dans le cytoplasme par l’intervention 

du complexe Exportine-5/RanGTP. Pris en charge par l’enzyme Dicer, les pré-microARN en 

épingle à cheveux (hairpin) donnent des micro-ARN simple brin de 20-25 nucléotides, qui se 

lient au complexe RISC (pour « RNA-induced silencing complex ») et sont finalement ciblés 

sur  les  régions  3’UTR  d’ARNm  cibles  leur  permettant  de  réguler  positivement  ou 

négativement leur traduction. Adapté d’après Gangaraju, 2009.
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II.3.2.b- Régulation des CSH par contrôle du cycle cellulaire

Les complexes CDK/cyclines sont soumis à une régulation négative faisant intervenir 

des inhibiteurs des CDK (CDKI). Les CDKI représentent ainsi une sous-catégorie de facteurs 

intrinsèques  de  régulation  des  CSH  et  sont  divisés  en  deux  grandes  familles  de 

protéines (Sherr,  1995)  :  les  protéines  INK4  (inhibitrices  de  CDK4)  comprenant  quatre 

membres (p15INK4b, p16INK4a, p18INK4c et p19INK4d) et les protéines Cip/Kip (Cyclin dependant 

kinase  Interacting  Protein/Kinase  Inhibitory  Protein)  comprenant  trois  membres  (p21Cip1, 

p27Kip1 et p57Kip2).

Chacune de ces protéines présente une action spécifique plus ou moins marquée sur la 

régulation  des  trois  équilibres  fondamentaux  des  CSH.  Notons,  en  particulier,  que  la 

quiescence  des  CSH est  régulée  par  p21Cip1,  exprimée  dans  les  CSH quiescentes  et  dont 

l’inhibition  conduit  à  un  épuisement  du  compartiment  des  CSH  et  à  une  absence  de 

reconstitution hématopoïétique lors de greffes successives (Cheng, 2000b). La quiescence est 

également  régulée  par  p27Kip1,  dont  l’inhibition  provoque  le  retour  en  cycle  des  cellules 

(Rivard, 1996) et par p18INK4c, dont l’inhibition augmente la prolifération des CSH et favorise 

leur auto-renouvellement (Yuan, 2004 ; Song, 2006).

II.3.3- Rôle des microARN

Les microARN (miR) sont des ARN non codants de 20-25 nucléotides se fixant aux 

régions  3’  non  codantes  (3’UTR)  d’ARN  messagers  (ARNm)  cibles  et  régulant  leur 

traduction et leur stabilité (Rana, 2007). Ils peuvent selon les cas être des facteurs activateurs 

ou répresseurs (Vasudevan, 2007) (Figure 17).

Les miR interviennent dans tous les compartiments cellulaires et participent, au sein du 

compartiment  hématopoïétique,  au maintien  des  CSH et  aux  processus  d’engagement  des 

progéniteurs (Gangaraju, 2009 ; Vasilatou, 2010 ; Arnold, 2011) (Figure 18). Ainsi, les
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Figure 18 : Régulation de l’hématopoïèse humaine par les microARN

Les  microARN  interviennent  dans  la  majorité  des  étapes  de  différenciation.  Leur  action 

régulatrice positive ou négative est représentée, respectivement, par une flèche et une barre en 

T. D’après Gangaraju, 2009.
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miR-181a et  128a inhibent  la  différenciation  des  CSH  vers  tous  les  lignages 

hématopoïétiques et régulent positivement leur auto-renouvellement (Georgantas, 2007). Les 

miR-223 et  181 régulent la différenciation des MPP en CLP ou CMP, tandis que les  miR-

155,  24a et  17 bloquent l’engagement vers la voie myéloïde. De nombreux miR ont ensuite 

été  identifiés  comme  étant  des  régulateurs  dans  les  processus  de  différenciation  et  de 

maturation des lignées érythro-mégacaryocytaires (miR-24,  150,  155,  221,  222,  451 et  16), 

granulo-monocytaires (miR-223, 17-5p, 20a et 106a) et lymphocytaire (miR-150) (Bruchova, 

2007 ; Fontana, 2007 ; Georgantas, 2007 ; Zhou, 2007 ; Wang, 2008).

Le  réseau  complexe  et  encore  mal  connu  des  facteurs  régulateurs  présents  dans  le 

microenvironnement des cellules hématopoïétiques de la moelle osseuse permet d’assurer un 

maintien  de  l’homéostasie  hématopoïétique  tout  au  long  de  la  vie  d’un  individu.  Tout 

dérèglement de ce réseau aura des conséquences sur un ou plusieurs des compartiments de 

l’hématopoïèse  et  pourra  mener  à  des  hémopathies  diverses.  En  plus  de  ces  facteurs,  la 

composition métabolique du microenvironnement,  notamment les faibles concentrations en 

oxygène observées au sein de la moelle  osseuse,  représente un des facteurs probablement 

essentiels au maintien et à la protection des CSH in vivo. L’importance de ce facteur oxygène, 

les  voies  de  signalisation  mises  en  jeu  et  les  conséquences  directes  sur  les  cellules 

hématopoïétiques primitives seront présentées dans la section suivante.
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III- Importance de l’oxygène dans l’hématopoïèse

Du fait de l’évolution, le métabolisme des cellules constituant les organismes supérieurs 

s’est adapté à une oxygénation plus faible que celle de l’air atmosphérique ou de leurs milieux 

de vie (aérien, aquatique,  tellurique…). Ces taux d’oxygénation plus faibles correspondent 

aux  concentrations  en  oxygène  (O2)  retrouvées  dans  les  différents  tissus  en  condition 

physiologique  (Massabau,  2000).  Ces adaptations  ont  conditionné  l’évolution  de systèmes 

(respiratoire  et  circulatoire)  sophistiqués,  assurant  un  approvisionnement  en  O2 adapté  à 

chaque  type  cellulaire,  ainsi  que  des  mécanismes  complexes,  tels  la  chaîne  respiratoire, 

nécessitant l’O2 comme accepteur final des électrons (Das, 2006). Cependant, au besoin d’O2 

en tant  que substrat  métabolique,  s’ajoutent  des risques de dommages  liés  aux molécules 

oxydantes (génération de ROS). C’est pourquoi l’O2 cellulaire doit être maintenu dans des 

intervalles de concentrations étroits qui modulent la balance apport/besoin (Ivanovic, 2009).

Au  niveau  du  compartiment  hématopoïétique,  les  faibles  concentrations  en  O2 

retrouvées au sein de la moelle osseuse régulent les trois équilibres fondamentaux des cellules 

primitives.  Cette régulation est liée à la position des cellules par rapport au gradient d’O2 

observé  dans  ce  tissu,  mais  également  au  type  cellulaire  et  au  degré  d’engagement  en 

différenciation (Guitart, 2011). Ainsi, dans cette section seront abordés : les variations de la 

concentration en O2 retrouvées au sein de l’organisme, le gradient existant dans la moelle 

osseuse  et  son  importance  dans  l’architecture  hématopoïétique ;  puis  les  mécanismes 

d’adaptation et de réponse aux faibles concentrations d’O2  ainsi que leur importance dans la 

régulation des compartiments hématopoïétiques.
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III.1- Concentrations physiologiques d’O2

III.1.1- Notion d’hypoxie ou de normoxie in situ

L’hypoxie -  du  grec  « hupo »  (sous)  et  « oxus »  (oxygène)  -  désigne  un  état 

d’oxygénation  insuffisant  de  certains  tissus  ou  de  l’organisme  entier,  ainsi  qu’une 

inadéquation entre les apports et les besoins en O2. Le terme « normoxie » désigne quant à lui 

un état d’oxygénation permettant une activité normale.

De nombreux travaux, notamment ceux liés à l’étude des facteurs de croissance et des 

cytokines et leurs conséquences sur les réponses cellulaires, sont basés sur des expériences 

réalisées  majoritairement  à  20-21%  d’O2 (concentration  d’O2 atmosphérique).  Ces 

concentrations  représentent  en  réalité  des  conditions  qui  pourraient  être  qualifiées 

d’hyperoxiques  (Ivanovic,  2009).  Les  conditions  mettant  en  jeu  des  concentrations  plus 

faibles d’O2 sont, par référence à cette concentration atmosphérique, communément qualifiées 

d’hypoxiques et  ce malgré leur possible réalité  physiologique.  En effet,  les concentrations 

physiologiques  d’O2 dans  les  différents  tissus  de  l’organisme  sont  toujours  retrouvées 

inférieures à celle de l’atmosphère.

Ainsi, des travaux récents préconisent, à l’instar du terme « hypoxie », l’utilisation des 

termes « normoxie  in situ » ou « faibles concentrations en O2 » lors de travaux utilisant des 

conditions d’oxygénation correspondant à celles observées physiologiquement dans les tissus 

(Chow, 2001 ; Hemphill, 2005 ; Guitart, 2011). Au contraire, le terme d’hypoxie pourra être 

préféré  pour  qualifier  des  conditions  locales  d’oxygénation  inférieures  à  la  normale  et 

impliquant des conséquences pathologiques (Chiche, 2010 ; Semenza, 2010).
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Figure 19 : Concentration d’O2 dans les principaux organes du corps humain

Adapté d’après Hermitte, 2005.
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III.1.2- Distribution de l’O2 dans l’organisme

III.1.2.a- Concentration tissu-dépendante

Chez l’homme, la concentration en O2 varie de manière significative entre les différents 

organes ou au sein d’un même organe :  dans le parenchyme pulmonaire  et  la circulation 

(McKinley, 1999 ; Saltzman, 2003 ; Johnson, 2005 ; Wild, 2005), ainsi que dans les organes 

fortement irrigués comme le foie, les reins et le cœur (Wölfle, 1985 ; Jungermann, 1997 ; 

Roy, 2000 ; Welch, 2001 ; Mik, 2004), la concentration d’O2 est comprise entre 4 et 14% 

(Figure 19). Dans les autres tissus, relativement moins bien irrigués, la concentration en O2 

est souvent plus faible : elle varie de 0,5 à 7% dans le cerveau (Whalen, 1970 ; Nwaigwe, 

2000 ; Hemphill, 2005), de 1 à 5% dans l’œil (Buerck, 1993 ; Yu, 2005) et de moins de 0,1 à 

4% dans la moelle osseuse (Tondevold, 1979 ; Chow, 2001).

III.1.2.b- Gradient d’O2 et compartiments hématopoïétiques

Récemment, différentes études ont permis d’établir que les CSH résident, au sein de la 

moelle osseuse, dans les zones où les concentrations en O2 sont les plus basses (Cipolleschi, 

1993 ; Parmar, 2007 ; Kubota, 2008 ; Takubo, 2010). Au cours de leur différenciation,  les 

progéniteurs  et  les  précurseurs  migrent  vers  des  zones  plus  vascularisées  de  la  cavité 

médullaire et, en fin de maturation, les cellules sanguines matures atteignent la circulation 

sanguine (Guitart, 2010). Ainsi, l’organisation des différents compartiments hématopoïétiques 

semble être directement liée au gradient d’O2 observé au sein de la moelle osseuse (Figure 

20).  Bien  que  non  totalement  établis,  les  mécanismes  de  tolérance  des  CSH aux  faibles 

concentrations  d’O2 nécessitent  des  adaptations  métaboliques  importantes  (Simsek,  2010), 

décrites dans la section suivante. Nous verrons également que ces faibles concentrations en O2 

représentent un facteur clé, essentiel au maintien des fonctions des CSH.
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Figure 20 :  Localisation des compartiments  hématopoïétiques  dans la moelle 

osseuse en fonction du gradient d’O2

1- CSH  quiescentes  au  sein  de  la  niche  endostéale.  2- CSH,  non  quiescentes,  s’auto-

renouvelant ou s’engageant au sein de la niche vasculaire.  3- Progéniteurs et précurseurs en 

prolifération  active,  différenciation  ou  maturation.  La  balance  régulant  le  maintien,  la 

quiescence  et  l’engagement  des  CSH est  régulée  par  la  concentration  d’O2.  La  flèche  en 

pointillé schématise la réversibilité entre état quiescent et cycle actif. Adapté d’après Guitart, 

2010.
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III.2- Adaptation et réponse aux basses concentrations d’O2

Les faibles concentrations en O2 activent les facteurs de transcription  HIF (Hypoxia 

Inducible Factor), qui représentent les principaux médiateurs du signal lié aux variations de la 

concentration  d’O2.  Initialement  décrits  comme  des  régulateurs  de  la  production  d’EPO 

(Wang, 1993), la caractérisation de ces facteurs a permis de mettre en évidence leur présence 

ubiquitaire et de comprendre par quels mécanismes l’O2 régule l’hématopoïèse.

III.2.1- Présentation des facteurs de transcription HIF

HIF est un hétérodimère de protéines bHLH/PAS (basic Helix-Loop-Helix/Per-ARNT-

Sim).  Il est constitué d’une sous-unité β -  HIF-1β ou ARNT (Aryl hydrocarbon Receptor 

Nuclear  Translocator)  -  stable  et  insensible  aux  variations  d’O2 et  d’une  sous-unité  α  - 

présentant trois isoformes (HIF-1α, -2α et -3α) - dont le taux varie avec la concentration 

cellulaire  d’O2 via  des  mécanismes  de  dégradation  ou  d’inactivation.  Lorsque  HIFα  est 

stabilisée, elle est transloquée dans le noyau et s’associe à HIFβ. Le complexe ainsi formé 

reconnaît des séquences spécifiques de certains gènes cibles - séquences 5’-RCGTG-3’ ou 

HRE (Hypoxia  Response  Elements)  -  et  recrute  des  protéines  partenaires  modulant  son 

activité (Kaelin, 2008). Bien que la structure, la régulation et les fonctions des isoformes de la 

sous-unité α semblent similaires, chacune possède ses propres caractéristiques. 

III.2.1.a- Expression des sous-unités du HIF

HIF-1α est la sous-unité la mieux connue et la plus décrite dans la littérature. Elle est 

exprimée de manière ubiquitaire chez les mammifères et six variants d’épissage ont à ce jour 

été mis en évidence. Son mode de régulation par l’O2 a été décrit peu après sa découverte 

(Huang, 1998). Au contraire,  HIF-2α - également nommé EPAS (Endothelial PAS protein), 

HLF (HIF-1 Like Factor) ou HRF (HIF-Related Factor) - et HIF-3α - ou MOP7 (Member Of 

PAS superfamily 7) - présentent des distributions plus restreintes au niveau des tissus. Chez 
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Figure 21 : Homologies de séquences des sous-unités de HIF et liaison à l’ADN

a-  Présentation  des  différents  domaines  des  sous-unités  HIF-1α,  HIF-2α  et  HIF-1β.  Les 

prolines intervenant dans les phénomènes de dégradation sont figurées sur les deux premières 

sous-unités. b- Importance des domaines PAS et bHLH dans l’hétérodimérisation et la liaison 

à l’ADN au niveau des séquences HRE spécifiques.  p300 et  CBP sont des co-activateurs 

recrutés lors de la liaison de l’hétérodimère à l’ADN. D’après Simon, 2008.
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l’adulte, HIF-2α est exprimé dans le poumon, les cellules interstitielles du rein, les cellules du 

parenchyme du foie et les cellules des crêtes neurales (Tian, 1997 ; Jain, 1998 ; Wiesener, 

2003). L’expression de HIF-3α est restreinte au thymus, au cœur, au poumon, au rein, aux 

cellules de Purkinje et à l’épithélium de la cornée (Gu, 1998 ; Makino, 2002).

HIF-1β est exprimée de manière constitutive et ubiquitaire. Trois paralogues de HIF-1β 

ont  été  décrites  (ARNT1,  2  et  3).  ARNT2  et  ARNT3  participent  majoritairement  aux 

régulations indépendantes de l’O2 et interviennent, respectivement, dans le développement de 

l’hypothalamus et dans la régulation des rythmes circadiens (Bunger, 2000 ; Keith, 2001).

III.2.1.b- Structure des sous-unités

Malgré la diversité de chacune des sous-unités, de nombreuses homologies de séquence 

subsistent  entre  celles-ci  (Figure  21,  a).  En plus  d’un  domaine  bHLH impliqué  dans  la 

liaison à l’ADN, elles présentent deux domaines  PAS de 100-120 acides aminés, désignés 

PAS-A et PA-B, qui sont nécessaires  pour l’hétérodimérisation avec la  sous-unité  β et  la 

liaison à l’ADN (Figure 21, b). Les domaines PAS peuvent être les médiateurs de signaux 

environnementaux grâce à une liaison directe avec des ligands ou avec d’autres co-facteurs 

(Gu, 2000). En plus de ces domaines, elles partagent un domaine de dégradation dépendant de 

la  concentration  d’O2 (ODDD),  ainsi  que  deux domaines  de  transactivation :  le  domaine 

d’activation  N-Terminal  (N-TAD)  et  C-Terminal  (C-TAD),  tous  deux  localisés  dans  le 

domaine TAD et pouvant interagir avec des co-facteurs, tel p300/CBP (Pugh, 1997).

Cette  homologie de séquence confère des propriétés  communes à HIF-1α et  HIF-2α 

(Hu,  2003).  Ainsi,  les  deux sous-unités  dimérisent  avec  l’ARNT, sont  déstabilisées  de la 

même manière en présence d’O2 et leur activité transcriptionnelle en C-TAD est régulée par le 

facteur  FIH (Factor Inhibiting HIF) (Mahon, 2001). Parallèlement,  les  facteurs HIF-1α et 

HIF-2α régulent l’activité de gènes communs et de gènes spécifiques à chacun d’eux.
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Figure 22 : Principaux gènes cibles de HIF-1 et fonctions biologiques associées

ADM :  Adrénoméduline ;  AK3 :  Adenylate  kinase-3 ;  ALDA,C :  Aldolase-A,C ;  BNip3 :  Bcl-
2/adenovirus  E1B  19kD-interacting  protein  3 ;  Canh-9 :  Carbonic  anhydrase-9 ;  CPH :  Collagen 
Prolyl  Hydroxylase ;  EG-VEGF :  Endocrine-Gland-Derived  VEGF ;  ENO1 :  Enolase-1 ;  EPO : 
Erytropoïétine ;  ET1 :  Endotheline  1 ;  GAPDH :  Glyceraldehyde  phosphate  dehydrogenase ; 
GLU1,3 : Glucose transporter-1,3 ; HK1,2 : Hexokinase ; HO1 : Hème Oxygénase 1 ; IGF2 : Insulin 
Growth  Factor  2 ;  LDHA :  Lactate  dehydrogenase-A ;  LEP :  Leptine ;  MMP :  Matrix 
MetalloProteinases ; NIX : Nip3-like protein X ; NOS2 : Nitric Oxide Synthase ;  PAI : Plasminogen 
Activator receptors and inhibtors ; PFKFB3 : 6-phosphofructo-2-kinase/gructose-2,6-bisphosphate-3 ; 
PFKL :  Phosphofructokinase L ;  PGK1 :  Phosphoglycerate  kinase 1 ;  PKM :  Pyruvate  kinase M ; 
Tf/Tfr : Transferrine et Récepteur à la Transferrine ; TGF-α : Transforming Growth Factor-α ; TGF-
β3 : Transforming Growth Factor-β3 ; VEGF : Vascular Endothelial Growth Factor.

Adapté d’après Ke, 2006.
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III.2.1.c- Cibles potentielles et voies de signalisation dépendantes de HIF 

Diverses  études  ont  montré  que plus  ou moins  2% de  tous  les  gènes  humains  sont 

régulés par HIF-1, directement ou indirectement (Mazure, 2004 ; Manalo, 2005). Ces cibles 

sont  impliquées  dans  un  large  éventail  de  fonctions  physiologiques,  notamment 

l’érythropoïèse  et  le  métabolisme  du  fer,  l’angiogenèse,  le  métabolisme  du  glucose,  la 

prolifération et  la survie cellulaire,  ainsi que l’apoptose (Figure 22).  Une majorité  de ces 

fonctions est en lien direct avec la régulation des compartiments hématopoïétiques, comme 

nous le verrons plus tard. En amont de ces modulations, les facteurs HIF sont régulés via des 

mécanismes  variés  et  complexes.  Ces  mécanismes,  liés  à  l’environnement  ou  à  des 

interactions protéines/protéines, sont essentiels à l’activation spécifique de HIF-1α et HIF-2α.

III.2.2- Régulation des facteurs de transcription HIF

III.2.2.a- Régulation dépendante de l’O2

Les  sous-unités  HIFα sont  constitutivement  transcrites  et  traduites  dans  les  cellules. 

Cependant, en présence de concentrations d’O2 supérieures à 5%, elles présentent des demi-

vies très courtes (inférieures à 5 minutes) et des concentrations intracellulaires très faibles 

(Huang,  1996 ;  Yu,  1998).  Ce processus  de dégradation  rapide  est  assuré par  des  prolyl-

hydroxylases (PHD, pour revues  Kaelin, 2005 ; Schofield, 2004). Les PHD, présentes sous 

trois  formes  (Semenza,  2001),  hydroxylent  un  ou  plusieurs  résidus  prolines  au  sein  du 

domaine ODDD. Ceci entraîne la formation d’un site de liaison pour la protéine suppresseur 

de  tumeur  von  Hippel-Lindau  (pVHL),  un  composant  du  complexe  E3-ubiquitine-ligase 

(Srinivas,  1999 ;  Masson,  2001 ;  Masson,  2003).  HIFα  ainsi  polyubiquitinylée  est  alors 

dégradée par le protéasome. Lorsque les concentrations d’O2 sont basses, l’hydroxylation via 

les PHD est supprimée, HIFα s’accumule et dimérise avec la sous-unité β, activant ainsi en 

aval les gènes cibles spécifiques (Figure 23, a).
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Figure 23 : Régulation de HIF-1α via les PHD et FIH-1

a-  Selon la concentration en O2, HIF-1α  peut soit être dégradé via pVHL et le protéasome, 

soit être inactivée en partie via FIH-1, soit s’hétérodimériser avec HIF-1β et activer ainsi la 

transcription de gènes cibles suite à la liaison de HIF1 aux séquences HRE. b- Régulation des 

activités spécifiques des PHD et de FIH-1 en fonction de la disponibilité en O2.

Adapté d’après Lisy, 2008 ; Berchner-Pfannschmidt, 2010.
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Une seconde régulation des sous-unités α est assurée via le silencing de leur domaine C-

TAD. En présence d’O2, ce domaine est hydroxylée, au niveau d’un résidu asparagine, via 

l’asparaginyl-hydroxylase  FIH-1 qui  utilise  l’O2 et  le  2-oxoglutarate  (2-OG)  comme  co-

substrats  (Mahon,  2001 ;  Hewitson,  2002 ;  Lando,  2002).  Cette  hydroxylation  inhibe 

l’association du domaine C-TAD avec les co-activateurs essentiels p300/CBP, inhibant ainsi 

l’activité transcriptionnelle de ce domaine. Lorsque la disponibilité en O2 est limitée, FIH-1 

est incapable de catalyser l’hydroxylation de C-TAD, permettant sa liaison à p300/CBP et la 

transactivation des gènes cibles (Figure 23, a). Des études  in vitro ont montré que FIH-1 

possède une affinité pour l’O2 plus forte que celle des PHD (Koivunen, 2004). De ce fait un 

modèle d’inhibition de ces deux facteurs lié à la disponibilité en O2 a été proposé (Stolze, 

2004) (Figure 23, b).

Deux  autres  mécanismes  de  régulation  dépendants  de  la  concentration  d’O2 

interviennent au niveau post-traductionnel. Le premier mécanisme fait intervenir l’acétylation 

du résidu lysine 532 (Lys532) du domaine ODDD de HIF-1α via l’acétyltransférase ARD-1 

(ARrest Defective-1) (Jeong, 2002). Cette acétylation favorise l’interaction de HIF-1α avec 

pVHL. Notons qu’une augmentation de l’état  acétylé  de HIF-1α par l’acide butyrique,  un 

inhibiteur  de  déacétylase,  entraîne  une  diminution  du  niveau  protéique  de  HIF-1α  (Kim, 

2001). Bien que l’activité des acétyltransférases ne soit pas influencée par la concentration en 

O2, les niveaux d’ARNm et de protéine ARD-1 sont diminués dans des conditions de faible 

oxygénation, entraînant une diminution de l’acétylation de HIF-1α en comparaison avec des 

conditions  d’oxygénation  élevées  (Jeong,  2002 ;  Ke,  2006).  Le  second  mécanisme  fait 

intervenir  les  protéines  SUMO (Small  Ubiquitin-related  Modifier),  au  niveau  des  résidus 

Lys391, 477 et 532, entraînant des modifications de son activité transcriptionnelle. Malgré 

l’évidence de la sumoylation de HIFα les conséquences sur sa stabilité sont controversées 

(Carbia-Nagashima, 2007 ; Cheng, 2007). SUMO1 est inductible par les faibles
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concentrations  d’O2,  suggérant  que  la  sumoylation  de  HIFα  modifie  la  réponse  à  ces 

conditions (Comerford, 2003 ; Lee, 2007).

Enfin,  les  résultats  des travaux concernant  l’impact  des ROS dans la modulation de 

l’activité de HIF sont controversés. Les ROS sont constitués de petites molécules issues de 

réactions  d’oxydoréduction  à  partir  de  l’O2 :  l’O2
.- (anion  superoxyde),  l’OH. (radical 

hydroxyle)  et  l’H2O2 (peroxyde  d’hydrogène)  en  sont  les  plus  caractéristiques  (Genestra, 

2007). Selon certains, ils pourraient moduler le taux d’hydroxylation de HIFα (Kaelin, 2008) 

et les différents acteurs environnementaux ou pharmacologiques régulant leur augmentation 

ou  leur  diminution  favoriseraient,  respectivement,  l’accumulation  ou  la  réduction  des 

quantités de HIFα (Brunelle, 2005 ; Guzy, 2005 ; Mansfield, 2005). D’autres au contraire ne 

constatent aucun effet concernant la stabilité de HIF via la modulation par les ROS (Tuttle, 

2007). Parallèlement, les facteurs HIF modulent eux aussi la quantité de ROS intracellulaires. 

L’inhibition  de  HIF-1α  a  pour  effet  d’augmenter  les  quantités  de  ROS et  son  activation 

module positivement l’activité de Foxo3a, entraînant l’augmentation de la quantité de ROS 

intracellulaires  (Miyamoto,  2007).  L’importance  des  ROS  et  leur  intervention  dans  la 

régulation des compartiments hématopoïétiques seront développées dans la prochaine section.

III.2.2.b- Régulation indépendante de l’O2

La régulation de la stabilité de HIFα est également modulée par des voies indépendantes 

de la concentration d’O2 (Lisy,  2008). Notons,  premièrement,  que la  phosphorylation est 

connue pour jouer un rôle crucial dans le contrôle de l’activité protéique. La phosphorylation 

directe de HIF-1α, via la voie MAPK (Mitogen-Activated Protein Kinase), a ainsi été décrite 

comme activatrice de son activité (Richard, 1999 ; Sodhi, 2000 ; Minet, 2001). Les kinases 

p42/44 et p38 sont capables de phosphoryler HIF-1α et HIF-2α  in vitro (Hur, 2001) et des 

expériences de transfection avec des formes actives de p42/44 stimulent 
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Figure 24 : Principaux facteurs de transcription impliqués dans la réponse aux 

faibles concentrations d’O2

AP-1 :  Activator-Protein-1 ;  DEC-1/2 :  Deficiently Expressed in Chondrocytes-1/2 ;  CREB/ATF : 
Cyclic  Responsive Element/Activating Transcription Factor  ;  EGR-1 :  Erly Growth  Response-1 ; 
GADD153 : Growth Arrest and DNA Damage 153 ;  GATA2 : Gata-Binding protein-2 ;  MASH-2 : 
Mammalian Achaete-Scute Homologous protein 2; mTOR : mammalian Target Of Rapamycin ; NF-
IL-6: Nuclear Factor for Interleukin-6; NFκB : Nuclear Factor-κB ; RTEF-1 : Related Transcriptional 
Enhancer Factor-1 ; STAT5 : Signal Transducer and Activator of Transcription-5.

Adapté d’après Cummins, 2005.
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l’activité transcriptionnelle de HIF-1α, sans affecter sa stabilité.  Il a ainsi été proposé que 

HIF-1β se lierait préférentiellement avec les formes phosphorylées de HIF-1α (Suzuki, 2001).

Un deuxième mécanisme de régulation met en jeu la nytrosylation de HIF-1α au niveau 

du résidu Cys800 via un mécanisme mettant en jeu l’oxyde nitrique (NO). Ceci entraîne une 

modification  de  l’interaction  entre  HIF-1α  et  ses  différents  co-facteurs,  assurant  une 

augmentation de l’activité transcriptionnelle de HIF-1α (Sumbayev, 2003 ; Yasinska, 2003). 

NO intervient également dans l’inhibition des PHD de manière irréversible, par liaison de 

manière compétitive avec l’O2 au niveau du site catalytique de ces enzymes (Metzen, 2003 ; 

Tug, 2009). Au contraire, l’inhibition de l’hydroxylation de HIF-1α par NO est réversible in  

vivo en condition d’oxygénation faible ou élevée (Berchner-Pfannschmidt, 2007). Pour finir, 

l’activité de FIH-1 est également réduite par NO (Metzen, 2003).

Notons  que  certains  facteurs  environnementaux  (pour  revue  Ke,  2006),  régulent 

également la stabilité de HIF-1, tels le nickel et le cobalt, ainsi que des facteurs de croissance 

et des cytokines (IL-1, PDGF [Platelet-Derived Growth Factor]).  Enfin, la régulation de HIFα 

dépend de son interaction avec différents  partenaires  protéiques  pouvant moduler  soit  son 

activité  de transcription,  soit  sa stabilité.  En plus de p300/CBP, précédemment  étudié,  de 

nombreux autres partenaires ont été identifiés (pour revue Wenger, 2005).

III.2.3- Les autres acteurs de l’adaptation aux faibles concentrations d’O2

Malgré l’importance de HIF, des voies de signalisation indépendantes de ce facteur sont 

également essentielles dans la réponse et l’adaptation cellulaires aux faibles concentrations 

d’O2. De nombreux facteurs de transcription ont ainsi été proposés comme acteurs de cette 

réponse (Figure 24). Nous ne ferons ici que citer les plus importants en proposant quelques 

références  bibliographiques  aux lecteurs  intéressés :  la protéine p53 (Hammond,  2006),  le 

facteur mTOR (Toschi, 2008), l’AP-1 (Hoffmann, 2001), le NFκB (Koong, 1994), ou encore 

le facteur SP-1 (Song, 2009).
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III.3- CSH et basses concentrations d’oxygène

Comme nous l’avons vu précédemment, les CSH résident, in vivo, au niveau de niches 

spécialisées  de  la  moelle  osseuse  et  les  différents  compartiments  hématopoïétiques 

s’organisent  selon un gradient  d’O2 allant  de 0,1 à 4% (Cipolleschi,  1993 ;  Chow, 2001 ; 

Parmar, 2007 ; Kubota, 2008). La majorité des CSH est quiescente  in vivo (Ogawa, 1993 ; 

Gunsilius, 2001) et le maintien de leur auto-renouvellement et de leur capacité de greffe à 

long terme est régulé par ces faibles concentrations d’O2 (Bonnet, 2002 ; Ivanovic, 2009 ; 

Levesque, 2011). De nombreux travaux, réalisés à faible concentration d’O2, ont permis de 

caractériser l’influence de ce paramètre sur le maintien, la survie et l’expansion des CSH et de 

déterminer  l’importance  de  combinaisons  cytokiniques  dans  ces  processus.  Une  revue 

détaillée des travaux de cultures de CSH en condition de faible oxygénation, réalisés au cours 

de ces 20 dernières années, est présentée ci-après. L’intervention du HIF au niveau des CSH, 

la compréhension de l’impact des ROS et les modifications du métabolisme de ces cellules 

seront également discutées.

III.3.1- Influence des faibles concentrations d’O2 sur les cultures de CSH

Dès la  fin  des  années  70,  les  premiers  travaux  liés  à  la  préservation  en  culture  de 

cellules primitives issues de moelle osseuse de souris, en condition de faibles oxygénation, 

ont permis d’observer un maintien des CFC de divers lignages hématopoïétiques (Bradley, 

1978 ;  Rich,  1982 ;  Rich,  1986).  Ces  effets  bénéfiques  sur  le  maintien  des  CFC ont  été 

confirmés  par  la  suite  avec  des  cellules  humaines  issues  de  moelle  osseuse  ou  de  sang 

placentaire (Broxmeyer,  1989 ; Broxmeyer,  1990 ; Koller, 1992). De plus, la culture à 5% 

d’O2 de cellules CD34+ mobilisées dans le sang périphérique montre une augmentation du 

nombre de CFU-Mk, en comparaison avec des cultures faites à 20% d’O2 qui, elles, favorisent 

la maturation mégacaryocytaire et la formation de plaquettes (Katahira, 1987 ; 
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Mostafa,  2000 ;  Mostafa,  2001).  L’ensemble  de ces  travaux,  menés  principalement  à  des 

concentrations allant de 5 à 10% d’O2, a ainsi permis d’établir l’importance de l’influence de 

l’oxygène sur les cellules hématopoïétiques les plus primitives. Il est important de noter que, 

pour de telles  concentrations  d’O2,  HIFα est  probablement  déstabilisé  via  les mécanismes 

précédemment cités et que les effets observés pourraient être indépendants de celui-ci.

Les  premiers  travaux  explorant  directement  le  rôle  et  les  mécanismes  d’action  des 

basses concentrations d’O2 sur les CSH ont été réalisés par l’équipe de Dello Sbarba (Dello 

Sbarba, 1987 ; Cipolleschi, 1993). Des collaborations de notre groupe avec cette équipe ont 

permis de montrer que des cultures de 4 à 7 jours, réalisées entre 3 et 1,5% d’O2, assuraient 

un meilleur  maintien  des  populations  de pré-CFC et  de SRC (SCID Repopulating  Cells), 

comparativement aux cultures réalisées à 20% d’O2. Aucune différence d’expansion des CFC 

n’a  cependant  été  observée  entre  ces  différentes  conditions  d’oxygénation  (Danet,  2003 ; 

Ivanovic,  2004).  D’autre  part,  la culture  entre 1,5 et  5% d’O2 de cellules  CD34+ de sang 

périphérique  et  de  moelle  osseuse  a  permis,  comparativement  à  20% d’O2,  d’augmenter 

spécifiquement  l’amplification  des  progéniteurs  érythroïdes,  d’accélérer  leur  prolifération, 

leur différenciation et la maturation des précurseurs érythroïdes (Vlaski, 2009).

Des  concentrations  plus  faibles  encore,  de  l’ordre  de  1%  d’O2,  influencent 

l’érythropoïèse in vitro (Cipolleschi, 1997), préservent les CSH les plus primitives mieux qu’à 

20% d’O2 et limitent l’amplification des CFC chez la souris (Cipolleschi, 1993 ; Ivanovic, 

2000a ; Ivanovic, 2002) et chez l’homme (Ivanovic, 2000b). Des données contradictoires, ne 

montrant aucune différence dans la préservation de la capacité de greffe des cellules suite à 

leur culture à 20 et 1% d’O2, ont cependant été apportées (Eliasson, 2010).

Enfin,  pour  des  concentrations  d’O2 proches  de  l’anoxie  (0,1%  d’O2),  les  cellules 

CD34+ issues de sang placentaire stoppent leur prolifération et entrent en quiescence 
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Figure  25  :  Influence  de  la  concentration  en  O2 in  vitro sur  les  différents 

compartiments hématopoïétiques humains

La concentration atmosphérique d’O2 (20%, supra-physiologique) induit une prolifération importante 

des CSH, leur différenciation rapide en progéniteurs et la perte de leur capacité de greffe qui signe la 

disparition des CSH pluripotentes capables d’auto-renouvellement.  Une concentration intermédiaire 

d’O2 (3 à 1,5%) permet à la fois le maintien des CSH et une expansion de progéniteurs engagés. Une 

concentration  basse  d’O2 (1%)  ralentit,  sans  la  bloquer,  la  prolifération  des  CSH,  inhibe  leur 

différenciation  et  favorise  leur  auto-renouvellement.  Une  concentration  d’O2 très  basse  (0,1%, 

similaire à celle des niches endostéales) empêche les cellules CD34+ en G0 d’entrer dans les phases 

actives du cycle cellulaire, ramène en G0 après division celles qui cyclent et préserve leur capacité de 

greffe sans induire d’apoptose. Adapté d’après Guitart, 2010.
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(Hermitte,  2006).  Après  trois  jours  de  culture  dans  de  telles  conditions,  le  nombre  de 

progéniteurs  est  préservé,  ainsi  que la  capacité  de greffe  de  ces  cellules.  L’influence  des 

différentes  conditions  d’oxygénation  sur  les  compartiments  hématopoïétiques  est  illustrée 

dans la Figure 25, qui schématise les résultats cités précédemment.

Ainsi, les cultures in vitro de cellules issues de sources variées ont montré que la faible 

oxygénation  était  essentielle  au  maintien  des  fonctions  des  CSH in  vivo (Koller,  1992 ; 

Cipolleschi, 1993 ; Danet, 2003 ; Parmar, 2007 ; Lo Celso, 2009 ; Eliasson, 2010).

III.3.2- Importance des cytokines lors de cultures à faible concentration d’O2

D’autres facteurs environnementaux sont nécessaires, en combinaison avec les basses 

concentrations  d’O2,  à  la  modulation  des  équilibres  quiescence/prolifération  et  auto-

renouvellement/engagement caractérisants les CSH. Ces facteurs incluent la concentration et 

les combinaisons de cytokines activatrices ou inhibitrices, des chimiokines, mais également 

des interactions avec d’autres types cellulaires.

Il  est  important  de  noter  que  les  faibles  concentrations  d’O2 modulent  les  effets 

cytokiniques et  l’expression des récepteurs liés (Laluppa,  1998), ainsi  que l’expression de 

marqueurs  spécifiques,  notamment  le  CD34 (Brunet  De La Grange,  2006).  De nombreux 

travaux  ont  permis  d’établir  l’influence  de  différentes  combinaisons  cytokiniques  sur  les 

compartiments hématopoïétiques lors de cultures à basses concentrations d’O2. Les rôles de 

l’IL-3 dans  ces  cultures  sont  variés et  dépendent  notamment  de  sa  concentration,  mais 

également  des  combinaisons  cytokiniques  réalisées :  des  travaux  ont  montré  qu’en 

combinaison avec le MGDF (Megakaryocyte Growth Factor) et le SCF, l’IL-3 protégerait les 

cellules CD34+ de sang de cordon de l’apoptose et augmenterait le maintien et la capacité 

d’auto-renouvellement de ces cellules lors de cultures à 3% d’O2 (Ivanovic, 2004). Au
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contraire, d’autres travaux montrent que l’IL-3 possèderait des effets négatifs sur l’expansion 

des CSH in vitro (Eliasson, 2010) et qu’à de très faibles concentrations d’O2 (0,1%) le retour 

ou l’arrêt des cellules CD34+ de sang de cordon dans la phase G0 du cycle cellulaire seraient 

indépendants de la présence d’IL-3 (Hermitte, 2006 ; Ivanovic, 2009). Des études ont montré 

que l’IL-6 favoriserait le maintien des pré-CFC lors de cultures faiblement oxygénées (1% 

d’O2) en comparaison avec des cultures réalisées à 20% d’O2 (Kovacevic-Filipovic, 2007). 

Parmi la variété des effets cytokiniques observés lors de culture faiblement oxygénées, notons 

également l’importance du  SCF et de la  TPO qui favorisent la survie et le maintien de la 

capacité de greffe à long terme des CSH (Saxonhouse, 2003 ; Ivanovic, 2009).

D’autre part, concernant l’importance des interactions cellulaires, des travaux récents 

ont  montré  que  la  co-culture  de  cellules  hématopoïétiques  primitives  avec  des  cellules 

stromales  mésenchymateuses  mimant  de  manière  plus  réelle  le  microenvironnement 

médullaire  augmente  la  survie,  le  maintien  et  la  prolifération  des  CSH issues  de  moelle 

osseuse dans des conditions de faible oxygénation (1,5 à 5% d’O2), comparativement à des 

cultures réalisées à 20% d’O2 (Koller, 1992 ; Hammoud, 2011).

III.3.3- Mécanismes d’adaptation des CSH aux faibles concentrations d’O2

Bien que les mécanismes de réponse cellulaire in vivo ne soient pas totalement élucidés, 

il  apparaît  que  les  facteurs  de  transcription  HIF,  présentés  précédemment,  jouent  un rôle 

essentiel dans l’adaptation des CSH aux faibles concentrations d’O2 (Iyer, 1998 ; Ryan, 1998 ; 

Danet, 2003 ; Kim, 2006) et notamment dans le maintien et la quiescence des populations les 

plus primitives (Simsek, 2010 ; Takubo, 2010). 
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III.3.3.a- Métabolisme glycolytique et oxydatif

L’adaptation des CSH à leur environnement faiblement oxygéné s’accompagne d’une 

modification de leur métabolisme orchestrée par une forte stabilisation de HIF-1α. Les CSH et 

les  progéniteurs  primitifs  présentent  une  activité  mitochondriale  ralentie  au  profit  d’un 

métabolisme glycolytique (Dello Sbarba, 1987 ; Simsek, 2010). Cet état, comparable à l’effet 

Warburg, diminue la respiration mitochondriale, accroît la production de lactate et requiert 

une  activité  enzymatique  soutenue  avec  un  afflux  important  de  glucose.  HIF-1α  permet 

notamment l’expression de gènes du métabolisme glycolytique et du transport du glucose : 

GluT-1 (Glucose  Transporter-1),  LDHA (Lactate  DéHydrogénase  A),  PGK 

PhosphoGlycerate Kinase) et aldolase A (Semenza, 2003). Ce phénotype métabolique adopté 

par les CSH leur confère également un avantage de survie dans la niche hématopoïétique, où 

les cellules plus différenciées sont incapables de survivre. La culture en milieu semi-solide de 

LT-SRC, séparées sur la base de leur activité mitochondriale (AM), montre que les cellules 

présentant une faible AM produisent un plus grand nombre de colonies, en comparaison avec 

des cellules à forte AM, ainsi qu’une meilleure capacité de reconstitution hématopoïétique in  

vivo (Simsek, 2010). De plus, l’apport énergétique limité par un métabolisme glycolytique 

tend à  limiter  les  phénomènes  de transcription  de l’ADN et  à  moduler  négativement  des 

programmes transcriptionnels de différenciation (Ivanovic, 2009). 

III.3.3.b- Régulation des ROS

L’augmentation  des  ROS  intracellulaires,  essentiellement  produits  au  niveau 

mitochondrial, entraîne une prolifération excessive des CSH et la perte de leurs fonctions via 

un mécanisme de sénescence dépendant de l’activation des facteurs  p16 et  p19, eux-mêmes 

régulés par HIF-1α (Takubo, 2010). HIF-1α régule également l’expression de Foxo3a dont 

l’inactivation dans les CSH a pour effet d’augmenter la concentration des ROS et d’épuiser le 

réservoir de ces cellules (Miyamoto, 2007). L’augmentation des ROS intracellulaires peut
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également provoquer des dommages de l’ADN et induire la différenciation des CSH. Afin de 

limiter ces phénomènes, la cellule dispose d’enzymes antioxydantes capables de neutraliser 

les ROS, les  plus connues étant  la  SOD1 (Super Oxyde Dismutase 1),  Gpx1 (Gluthation 

péroxydase 1) et la catalase, dont les activités sont modulées par HIF-2α (Scortegagna, 2003). 

HIF-2α est donc le principal facteur de transcription de la régulation rédox. Alors que HIF-1α 

contrôle l’activité mitochondriale et limite la production de ROS, HIF-2α régule, quant à lui, 

le stress oxydatif de la cellule et l’homéostasie rédox de celle-ci.

III.3.3.c- Maintien de la quiescence

La régulation de la quiescence des CSH par HIF-1α présente d’importantes implications 

dans  la  compréhension  de  la  régulation  de  l’homéostasie  de  ces  cellules  par  le 

microenvironnement (Takubo, 2010). Les faibles conditions d’oxygénation, en préservant les 

CSH dans un état quiescent, préservent le potentiel de reconstitution hématopoïétique à long 

terme de ces cellules. HIF-1α module ainsi l’expression des inhibiteurs du cycle cellulaire, 

tels p21CIP1, p27KIP1 et p57KIP2 (Eliasson, 2010 ; Guitart,  2010). En parallèle du maintien de 

l’état quiescent, il est nécessaire de pouvoir contrôler le retour en cycle des cellules, afin de 

préserver  leur  capacité  d’auto-renouvellement.  Ainsi,  HIF-2α,  en  activant  l’activité  de  la 

cycline D1 et en coopérant avec c-myc, semble capable de favoriser la prolifération des CSH 

(Bindra, 2002 ; Gordan, 2007). Le maintien d’un métabolisme glycolytique semble également 

être en lien avec le maintien dans un état quiescent des CSH (Kim, 1998 ; Parmar, 2007). 

Pour finir, notons également que HIF-1α et HIF-2α régulent la différenciation des CSH via la 

voie Notch et la voie Wnt (Gustafsson, 2005 ; Mazumdar, 2010).
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Résultats - Optimisation d’une technique de purification de cellules CD34+ humaines

I- Optimisation d’une technique de purification de cellules 

CD34+ humaines

I.1- Contexte des travaux

Actuellement,  les  méthodes classiques d’utilisation clinique des CSH mettent  en jeu 

trois sources principales de cellules CD34+ : les cellules de moelle osseuse, les cellules de 

sang  placentaire  et  les  cellules  mobilisées  dans  le  sang  périphérique  (Emerson,  1996). 

Cependant, les difficultés d’approvisionnement et la faible disponibilité de ces sources en font 

un matériel peu adapté au développement, au laboratoire, de protocoles de routine et d’étude 

en  recherche  fondamentale  ou  clinique.  C’est  pourquoi  la  mise  au  point  de  techniques 

permettant l’utilisation de sources alternatives de cellules CD34+ est rapidement devenue un 

critère de nécessité pour la poursuite de nos travaux de recherche sur l’hématopoïèse.

Dès le début  des années 50,  des expériences  de parabiose entre animaux irradiés et 

animaux normaux (Brecher,  1951) ont mis en évidence l’existence de cellules souches de 

sang  périphérique  en  situation  d’homéostasie  (CSSP-H)  capables  de  reconstituer  une 

hématopoïèse normale. Des études complémentaires ont définitivement prouvé l’existence de 

ces CSSP-H dans le sang circulant  suite à la reconstitution hématopoïétique à long terme 

après  injection  de  cellules  sanguines  autologues  ou  homologues  à  des  animaux  irradiés 

(Goodman, 1962 ; Cavins, 1964 ; Storb, 1977 ; Körbling, 1979). Des progéniteurs engagés 

(McCredie, 1971 ; Chervenick, 1971 ; Barr, 1975) et pluripotents (Ivanovic, 1997 ; Ivanovic, 

1999) ont également été observés dans le sang périphérique en condition d’homéostasie. Les 

premiers essais cliniques, dans les années 1980, ont montré l’utilité d’une greffe de cellules de 

sang périphérique autologue (Körbling, 1986 ; Reiffers, 1986) et allogéniques 
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 (Kessinger,  1989).  Cependant,  la  greffe  de  CSSP-H s’accompagne  de  thrombopénies 

prolongées et d’une reconstitution lente de l’hématopoïèse. Leur faible concentration sanguine 

(1 à 5 cellules CD34+/µl) et l’incapacité dans ces années-là à amplifier des cellules souches ex 

vivo,  ont  conduit  les  scientifiques  et  les  cliniciens  vers  une  voie  alternative.  En  effet,  le 

phénomène  de  mobilisation  précédemment  décrit  (cf.  Introduction  §II.2.1,  p.45)  a  été 

découvert  suite à l’observation de l’augmentation des progéniteurs et  des cellules souches 

circulantes après traitement avec des cytokines (GM-CSF ou G-CSF) (Richman, 1976). Bien 

que les CSSP-H disposent d’une capacité d’expansion importante, il faut également souligner 

que,  contrairement  aux  cellules  CD34+ de  moelle  osseuse,  les  cellules  CD34+ du  sang 

périphérique en situation d’homéostasie expriment très peu le CXCR4 (Zou, 1998), essentiel 

au homing médullaire des CSH (Lataillade, 2000 ; Lataillade, 2004 ; Hicks, 2011). Une courte 

incubation des cellules  CD34+ in vitro fait  apparaître  le  CXCR4 sur la membrane de ces 

cellules (Lataillade, 2000), ce qui augmente leur efficacité d’implantation  in vivo (Lapidot, 

2001).

Ces résultats,  souvent anciens et  peu nombreux, suggèrent pourtant que les CSSP-H 

disposent  d’un  potentiel  biologique  intéressant.  Mais  la  recherche  en  amont  et  le 

développement pré-clinique basés sur ces cellules demeurent très limités à ce jour.

I.2- Mise en place de l’étude

En France, la déleucocytation des produits sanguins labiles est obligatoire depuis 1998 

(Ministère des Affaires Sociales, de la Santé et de la Ville, 1998). Cette technique, réalisée 

grâce à des filtres de leucoréduction (LRF), permet de réduire considérablement la quantité 

de leucocytes et de plaquettes présents dans les concentrés de globules rouges (CGR). La 

déleucocytation, réalisée précocement dans les 24 heures suivant le prélèvement, présente des 

avantages démontrés sur la prévention de certains effets indésirables (allo-immunisation  
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anti-HLA,  réactions  fébriles  non  hémolytiques  post-transfusionnelles,  transmission  du 

cytomégalovirus [CMV]) et des avantages potentiels dans la diminution de certains risques 

lors  de  la  transfusion  des  CGR (récidive  ou  métastases  lors  du  traitement  chirurgical  de 

certaines  tumeurs  solides,  infections  postopératoires,  réactivation  du CMV chez les  sujets 

CMV positifs, dissémination du VIH chez les sujets séropositifs pour ce virus). Les cellules 

retenues sur les LRF ne sont pas utilisées à ce jour et les filtres sont détruits quotidiennement 

après préparation des CGR. La quantité de leucocytes retenus lors de la leucoréduction doit, 

selon la réglementation en vigueur, être supérieure à 99,99% de la population initialement 

présente dans une poche de don (Dzik, 2000). Ces poches, contenant au maximum 450 ml de 

sang,  nous  permettent  d’estimer  que le  nombre  de cellules  CD34+ dans  les  dons  et  donc 

retenus  sur  les  filtres  sera  compris  plus  ou  moins  entre  4.105 et  2.106 cellules.  Un  des 

avantages d’utiliser les LRF comme source de cellules CD34+ est que plusieurs échantillons 

de cellules purifiés peuvent être facilement rassemblés afin d’augmenter le nombre de cellules 

CD34+ disponibles  pour  nos  travaux  et  permettant,  dans  le  même  temps,  de  lisser  les 

variabilités propres à chaque donneur.

Ainsi,  pour  nos  études,  les  LRF  récupérés  au  sein  de  l’EFS  ont  été  traités  selon 

différentes  techniques  d’élution  leucocytaire  (par  gravité  ou  injection)  et  les  quantités  de 

leucocytes dans chaque fraction ont été déterminées, afin de mettre en évidence des variations 

significatives entre ces différentes méthodes. Plusieurs tampons d’élution ont été utilisés pour 

comparer leur influence sur l’état cellulaire et des essais de centrifugation à basse vitesse ont 

permis  d’évaluer  leur  influence  sur  la  réduction  de  la  forte  contamination  plaquettaire 

observée dans les échantillons élués. Suite à la récupération quantitativement importante de 

cellules  CD34+ à  partir  de  ces  LRF,  plusieurs  tests  ont  permis  de  les  valider, 

fonctionnellement et phénotypiquement, en comparaison avec des cellules d’autres sources. 
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I.3- Résultats et conclusions

 Nos résultats, qui ont fait l’objet d’une publication dans la revue Transfusion (Peytour, 

2010), sont exposés en détail dans l’article joint et résumés ci-dessous. Ceux-ci ont permis de 

mettre en évidence que :

1- la quasi-totalité des leucocytes retenus dans les fibres des LRF sont élués dans les 40 

ml injectés et que cette méthode d’injection donne de meilleurs résultats en comparaison avec 

des  méthodes  d’élution  par  gravité  ou  avec  des  méthodes  par  injection  de  volumes  plus 

conséquents,

2- la forte contamination plaquettaire des échantillons en sortie de filtre est totalement 

éliminée  grâce  à  des  procédures  de  centrifugation  à  faible  vitesse  et  aucun  satellitisme 

plaquettaire n’est observé sur les cellules CD34+ en fin de purification,

3- chaque filtre permet d’obtenir, en fin de protocole de purification, entre 3,6 et 4,6.105 

cellules CD34+, présentant un taux de pureté de l’ordre de 85%,

4- les cellules CD34+ purifiées à partir des LRF montrent des propriétés fonctionnelles 

et  phénotypiques  comparables  avec  des  cellules  CD34+ issues  d’autres  sources.  Notons, 

cependant, que l’engagement en différenciation est retardé par rapport aux cellules CD34+ de 

sang de cordon. 

Ce protocole rapide et simple à mettre en place permet d’obtenir une quantité suffisante 

de cellules, validées fonctionnellement. La possibilité de réunir plusieurs échantillons après 

élution permet, d’une part, d’augmenter la quantité de cellules récupérées et, d’autre part, de 

compenser les disparités relatives à chaque donneur. La facilité d’utilisation et de récupération 

des LRF fait de cette technique une alternative intéressante en comparaison à l’accès et à la 

disponibilité des autres sources de cellules CD34+.
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ABSTRACT

BACKGROUND:  Human  CD34+  cells  are  mandatory  to  study many  aspects  of  human 

haematopoiesis. Their low frequency in blood or bone marrow and ethical reasons limit their 

obtainment in large quantities. Leukoreduction filters (LRFs) are discarded after preparation 

of red blood cells. The CD34+ cells concentration in healthy donor blood is low (1 x 103-4 x 

103/mL), but their number trapped in one LRF after filtration of 400 to 450 mL of blood is 

high (0.4 x 106-1.6 x 106).

STUDY  DESIGN  AND  METHODS:  To  develop  a  procedure  allowing  obtainment  of 

purified CD34+ cells from LRFs with good a yield, white blood cell (WBC) recoveries after a 

500-mL  continuous  or  after  sequential  elution  (50-  or  20-mL  fractions)  were  compared. 

Different WBC and mononuclear cell (MNC) centrifugation methods were tested to minimize 

samples platelet (PLT) contamination before the CD34+ cell immunomagnetic selection. Cell 

functionality was finally analysed under various culture conditions.  

RESULTS:  The 20-mL back-flushing of LRFs allowed the most efficient WBC recovery. 

The next steps (110 x g centrifugation, MNC separation on Ficoll, and washes) resulted in a 

cell suspension in which the lymphocyte recovery was approximately 76 ± 10% and the PLT 

contamination  below  1.6%.  After  immunomagnetic  selection,  4  x  105 to  6  x  105 cells 

containing approximately 85% of functional CD34+ cells were obtained.

CONCLUSION: This procedure allows the easy, rapid (<5 hr), and efficient preparation of 

large quantities of CD34+ cells having functional activities similar to those of CD34+ cells 

from other sources. Therefore, easily available and virally safe, LRFs represent an important 

and regular WBC source to work with human CD34+ cells, but also with other WBC types.

KEY WORDS

CD34+ cells selection, leukoreduction filters, platelets depletion, healthy blood donor.
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FIGURE 1. From LRFs to immuno-magnetic columns: a schema of CD34+ cells 

selection

LRFs obtained from discarded blood collecting devices were used within 22 hours after blood 

collection. For WBCs elution, LRFs were back-flushed with 2 injections of 20 mL of elution 

buffer, using a 50 mL sterile syringe (step 1). The green arrow on LRF indicates the donor 

blood filtration way. Steps 2 to 9 allowed platelets depletion and MNCs enrichment. Finally, 

CD34+ cells  were  selected  by  a  double  immuno-magnetic  procedure  according  to  the 

manufacturer protocol (Miltenyi Biotec). All steps were performed at 20°C. FRP: fraction rich 

in platelets.
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INTRODUCTION

Despite the very low percentage of CD34+ cells in the steady-state blood of healthy donors - 

approximately 0.15% of mononuclear cells (MNCs)1 - adult blood is an attractive alternative 

to  umbilical  cord  blood  and  marrow  for  research  and,  in  the  future,  for  regenerative 

medicine2. Indeed, a blood gift bag (400 to 450 mL with 1.6 x 109 to 4 x109 white blood cells 

[WBCs]), represents a potential source of large numbers of CD34+ cells (0.4 x 106 to 1.6 x 

106/400 mL of blood), since leukoreduction filters (LRFs) are discarded after the preparation 

of therapeutic  red blood cells  (RBCs) devoid of WBCs and platelets  (PLTs). CD34+ cell 

isolation  from  LRFs  has  already  been  an  objective  for  us  and  others2,3.  Differences  in 

deformability4, electronic charges5 and surface antigens6,7 between blood cell  types explain 

that LRFs trap about 99% of PLT and WBCs within the filter matrix fibers8,9. Since LRFs are 

easily available, rather safe for common blood infectious agents, and contain the number of 

CD34+ cells  found in 400 to  450 mL of steady-state  blood, they represent an interesting 

source for purifying CD34+ cells as well as other WBCs types. Procedures currently available 

for WBC elution require back-flushing of LRFs with large volumes of buffer. Therefore, they 

are difficult, tedious, and time-consuming to be realized on a regular basis. This study was 

devoted to develop an easy and rapid technical procedure allowing the most efficient WBC 

elution from LRFs, the largest PLT reduction and the best CD34+ cells selection (84 ± 4.1%) 

with favorable yields (> 90%).

MATERIALS AND METHODS

Elution of WBCs from LRFs and preparation of PLT-reduced MNCs (Fig. 1)

LRFs (Composelect WB, Fresenius, Paris, France), still connected to the empty primary blood 

donor  bag,  were  obtained  from  the  Regional  Blood  Transfusion  Institute  (Etablissement 

Français du Sang Aquitaine-Limousin, Bordeaux, France) and used within 22 hours after 
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blood collection. After its removal from the primary bag, the LRF was fixed on a stand and 

back-flushed with elution buffer using either a 500-mL plastic bag (hung at 1 m above the 

filter) or a 50-mL sterile syringe connected to the filter exit (Fig. 1, Step 1). Elution buffers 

tested were composed of phosphate-buffered saline (PBS; pH 7.2) supplemented or not by 

ACD-A  (10%  vol/vol)  and  heat-inactivated  human  serum  (HuS;  5%,  vol/vol).  After 

comparing the effects of elution with various buffers at 4 and 20°C on WBC recovery, PLT 

reduction,  and lymphocyte  yield,  all  further  experiments  were performed at  20°C in PBS 

supplemented with ACD-A and HuS. Our previously described 500-mL continuous elution 

method2 was compared with sequential  back-flushing with 50 or 20 mL of elution buffer 

using  a  50-mL  syringe.  RBC,  PLT,  and  WBC  counts  and  differentials  in  the  collected 

fractions were performed with an automatic multivariable hematology analyzer (CELL-DYN 

3500, Abbott Laboratories, Inc., Abbott Park, IL). Since eluted fractions contained very high 

numbers of PLTs, we compared the efficiency of three low-speed centrifugation procedures 

(260, 190 and 110 x g; 20 min; 20°C), in terms of PLT reduction and WBC recovery. After 

elimination of the upper fraction rich in PLTs (FRP) RBC pellets and WBC buffy coat were 

then resuspended in elution buffer (qs 30 mL), layered onto Ficoll (d = 1.077, lymphocytes 

separation medium, Laboratories EUROBIO, Courtaboeuf, France) and centrifuged (400 x g, 

30 min; 20°C). After elimination of the FRP, the MNC layer was harvested and washed twice 

in elution buffer (qs 50 mL) by centrifugation (260 x g, 15 min; 20°C). The pellet was then 

resuspended  in  10  mL  of  selection  buffer  (PBS  [pH  7.2],  2  mmol/L 

ethylenediaminetetraacetate [EDTA], 5 g/L HSA), washed once, and resuspended in 2 mL of 

selection buffer for the immunomagnetic selection of CD34+ cells.
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CD34+ cells selection

CD34+ cells were isolated with a two-steps “indirect” immunomagnetic procedure (Indirect 

kit CD34 microbeads kit, Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Germany), according to the 

manufacturer’s  protocol:  the  first  step  used  the  “midi”  column  and  the  second  used  the 

“minicolumn”  (Vario  Macs  Device,  Miltenyi  Biotec).  Finally,  CD34+ cells  were counted 

using Trypan Blue dye staining for the identification of dead cells.

Flow cytometry analysis of CD34+ cells at seeding and after liquid cultures

The percentage of CD34+ cells along the purification procedure was measured with a flow 

cytometer  (FACSCanto,  Beckton  Dickinson,  San  Jose,  CA)  and  analysed  through  the 

accompanying  software  (FACSDiva,  Beckton  Dickinson).  Cells  were  first  washed  (PBS, 

Ca2+/Mg2+ free,  EDTA [10 mM],  fetal  calf  serum [FCS;  5%,  vol/vol]  and  azide  [0.05%, 

wt/vol]) and then labelled for 30 minutes with anti-CD34-phycoerythrin (PE; BD Biosciences, 

Meylan, France) or with the corresponding isotype control (mouse γ1-PE, BD Biosciences). 

The same protocol was used to assess the commitment of purified CD34+ cells after 7 and 11 

days  of culture in Iscove’s modified Dulbecco’s medium (IMDM + GlutaMAX-1, Gibco, 

Invitrogen Corp., Cergy Pontoise, France) supplemented with FCS (10%, vol/vol), interleukin 

(IL)-3,  IL-6,  and  stem  cell  factor  (SCF),  respectively  at  20,  20,  and  100  ng/mL,  and 

erythropoietin (EPO) at 3 U/mL (all from PeproTech, Neuilly-Sur-Seine, France). The CD33, 

CD61, CD65, and glycophorin A (GpA) antigens were analysed using fluorescent antibodies 

(all from BD Biosciences).  The cell cycle status of freshly isolated and cultured CD34+ cells 

was  analyzed  using  Topro-3 iodide  (Topro)  and anti-Ki-67 antibody.  Topro discriminates 

cells with 2n (G0 and G1 phases), 2n to 4n (S phase), and 4n (G2 and M phases) DNA content. 

The nuclear antigen Ki-67 is expressed by cells in active phases of the cell cycle (G1 to M 

phases) and absent in G0 quiescent cells. Cells were washed, fixed, and permeabilized for 30 
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minutes with formaldehyde (0.4%, vol/vol), saponin (0.02%, vol/vol), and HEPES (pH 8; 10 

mmol/L), H2O. Cells were washed twice and incubated with an anti-Ki-67-PE antibody (B56 

clone,  BD Biosciences)  or  with  the  corresponding isotypic  control  (clone  MOPC-21,  BD 

Biosciences) for 30 minutes. After being washed, cells were labelled with Topro and analyzed 

by flow cytometry.

Colony-forming ability of CD34+ cells

Colony-forming unit assays were performed with CD34+ cells freshly purified from LRFs 

and after 3 and 6 days of liquid culture of cells seeded (5 x 104 per mL) in IMDM plus FCS 

(10%) and IL-3 (20 ng/mL). For this test, 5µL of cell suspension was added to 250 µL of 

Stemα.1D  (Stem  Alpha,  Saint-Clément-les-Places,  France),  a  semisolid  methylcellulose 

medium  (containing  FCS,  human  transferrin,  IL-3,  IL-6,  IL-11,  SCF,  EPO,  granulocyte-

macrophage-colony-stimulating factor, and granulocyte-colony-stimulating factor) and seeded 

in 24-wells plates (NUNC, Roskilde, Denmark). After 14 days of culture (37°C, 20% O2, 5% 

CO2), the colonies (>50 cells) were counted under an inverted microscope.

Statistical analysis

Mean values ± SD of the mean values were calculated from data of independent experiments. 

Differences between experiments were assessed using analysis of variance and considered as 

significant when the p value was below 0.05.
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FIGURE 2. LRF back-flushing modalities influence the WBCs elution (n=12)

The WBCs number recovered from a 500 mL-continuous (black bar), a 50 mL-sequential (10 

fractions, grey bars) or a 20 mL-sequential elution (5 fractions, white bars), are shown. Inset 

compares the total number of WBCs in 500 mL obtained by continuous elution (black bar), in 

500 mL by the 10 x 50 mL-sequential elution (grey bar) and in 100 mL by the 5 x 20 mL 

fractioned elution (white bar). * P < 0.01.
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RESULTS

LRF back-flushing modalities influence the WBC elution

Preliminary tests (data not shown) showed that WBC elution from LRFs were similar at 4 and 

20°C and that addition of ACD-A and HuS to PBS improved cell survival and reduced cell 

aggregate formation during the CD34+ cells selection procedure. All the experiments were 

then performed at 20°C with PBS supplemented with ACD-A and HuS.

We compared the WBC recovery reached with the 500-mL continuous elution procedure and 

with  two  sequential  procedures  using  10  or  5  independent  injections  of  50  or  20  mL 

respectively. Figure 2 shows that significantly (p < 0.01) more WBCs were eluted in Fraction 

1 of the 50- and 20-mL sequential procedures than in the total 500 mL of the continuous back-

flushing. The WBC count in the 10 or the 5 cumulated fractions from the sequential injections 

were respectively 2 to 2.2 times higher than in the 500-mL continuous one (Fig. 2, inset). 

Interestingly, the number of WBCs in Fractions 1 + 2 of the 20-mL sequential back-flushing 

represented more than 85% of the total number of WBCs in its whole five fractions. This 

number was equal to the one in Fraction 1 + 2 of the 50-mL sequential elution and higher in 

the 500-mL continuous back-flushing.

The comparison of the numbers of RBCs, PLTs, polymorphonuclear leukocytes (PMNs), and 

lymphocytes obtained with the three elution procedures (Table 1) show that the number of 

lymphocytes was the highest and the number of PLTs the lowest in Fractions 1 + 2 of the 20- 

mL sequential procedure, an interesting result since CD34+ cells are inside the lymphocyte 

population. The sequential elution by two successive 20-mL fractions was then used for all 

the following experiments.
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PLT reduction

The propensity of PLTs to form aggregates and clumps  in vitro  with WBCs and/or RBCs 

often  reduces  the  yield  of  CD34+  cells  during  their  selection,  by  blocking  the 

immunomagnetic  column matrix.  To maximally  reduce  the  PLT contamination  of  WBCs 

before the CD34+ cells selection, we compared three low-speed centrifugations (260, 190, 

and 110 x  g; 20°C; 20 min). Table 2 shows that PLT reduction was 2 and 1.6 times more 

efficient after centrifugation at 110 x  g than at 260 and 190 x  g, respectively, whereas the 

WBC  and  lymphocyte  recoveries  remained  unchanged  and  higher  than  96%.  Further 

reductions of the centrifugation speed and/or time led to a significant loss of WBCs. The next 

steps  of  MNCs  selection  by  Ficoll  and  subsequent  washes  allowed  the  elimination  of 

approximately 98% of RBCs, 98.5% of PLTs, and of only 24% of the lymphocytes eluted 

from  LRFs.  Importantly,  with  this  procedure,  the  cell  suspension  loaded  on  the 

immunomagnetic column did not contain aggregates or clumps.

CD34+ cell recovery and purity rate

The 20-mL  back-flushing of LRFs was also the right technical choice for the CD34+ cell 

recovery since their percentage and total number were similar in Factions 1 + 2 of the 50- and 

20-mL sequential elution procedures (Table 1, Column 6).

The yields of CD34+ cells (related to their initial number in LRF-eluted WBCs) were also 

analysed after MNC isolation on Ficoll, after their resuspension in selection buffer and after 

their immunomagnetic selection (Table 2, Columns 4 to 6). As expected, CD34+ cells and 

lymphocyte  loss  were  similar  and  low  during  the  low-speed  centrifugation,  Ficoll,  and 

washing steps of the procedure. The CD34+ cell yield after the selection step was lower and 

variable from one LRF to the other, ranging from 54 to 72% with a mean purity of 84 ± 4.1%. 

Most importantly, the total number of CD34+ cells recovered after the complete selection 
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procedure ranged from 0.36 x 106 to 0.46 x 106. The PLT contamination of the cell suspension 

was  quite  null  and  PLT  satellitism  on  CD34+  cells,  measured  by  CD34/CD41  double 

labelling of purified cells, was always below 0.7 ± 0.5% of the total CD34+ cells (data not 

shown).

Functional analysis of LRF CD34+ cells: growth rate, colony formation, cell cycling and 

differentiation

The growth and mortality rates of CD34+ cells after 3 and 6 days of liquid culture with IL-3 

(Table 3, Columns 2 and 3) as well as the frequency of progenitors (Column 4) were very 

similar  to  those  previously found for  steady-state  blood CD34+ cells  selected  with  other 

methods.1-3. Their cell cycling was also similar to the one of CD34+ cells from other sources10. 

Indeed, before liquid culture, 45 ± 4.5% of the CD34+ cells were in G0 phase, 55 ± 4.5% in 

G1, and none in S, G2,  or M phases (n=6). In contrast,  after  3 days  of culture in IMDM 

supplemented  by FBS (10%) and IL-3  (20  ng/mL),  cells  entered  in  the  active  cell  cycle 

phases, as evidenced by 1) the decrease of the proportion of cells in the G0 phase to 33 ± 2.3% 

and to 42 ± 3.2% for the G1 phase and 2) the increase of the proportion of cells in S and G2/M 

phases, respectively, to 13 ± 2.1 and 12 ± 1.4% (data not shown).

When cultured for 7 to 11 days in IMDM plus IL-3, IL-6, SCF, and EPO, the CD34+ cells 

progressively differentiated along the granulomonocytic and erythroid pathways (Fig. 3). In 

particular, 47.5 ± 2.9% of cells expressed the GpA after 11 days of culture, against 3 ± 4.8% 

initially and 9 ± 0.2% after 7 days. Altogether, these results demonstrate that CD34+ cells 

isolated from LRFs of adult blood donors present functional properties very similar to those 

of CD34+ cells obtained from other sources1-3,10.
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FIGURE 3. Myeloid differentiation of LRFs CD34+ cells in culture (n=3)

Analysis of CD33 (early myeloid differentiation antigen), CD65 (monocytic antigen), CD61 

(platelets/megakaryocytes  antigen)  and  GpA  (late  erythroids  antigen)  was  performed  on 

freshly isolated CD34+ cells (black bars) and after 7 (grey bars) and 11 days (white bars) of 

liquid cultures, performed in IMDM supplemented by foetal calf serum, IL-3, IL-6, SCF and 

EPO.
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DISCUSSION

LRFs are a convenient and abundant source of CD34+ cells since they contain a high number 

of WBCs and are discarded after the preparation of RBCs. We and others already used LRFs 

to  purify  CD34+  cells  for  research  purposes2,3.  However,  WBC  recovery  required  back-

flushing of LRFs with a large volume of buffer and resulted in a heavy PLT contamination, 

making this technique tedious and time-consuming for research laboratories lacking materials 

for processing large volumes of blood-derived products. The method described here is easy 

and neither  more  expensive  nor  longer  (<5 hr  from LRF elution  to  purified  CD34+ cell 

recovery) than other procedures commonly used for the isolation of CD34+ cells. Our first 

objective was reached with the 20-mL sequential elution procedure, which reduced by 12.5 

times the volume necessary to extract an equal or higher number of WBCs and CD34+ cells. 

This  low elution  volume allows the  concomitant  use of  several  LRFs and the pooling  of 

WBCs to purify large numbers of CD34+ cells required for biochemical analyses. Our second 

objective was to dramatically reduce the PLT contamination, which is a frequent source of 

aggregates and clumps with RBCs and WBCs leading to a lower quality and yield of the 

CD34+  cells  selection  and  to  uncontrolled  disturbances  of  the  hematopoietic  progenitors 

growth. A 110 x g low speed centrifugation, followed by four other centrifugation steps along 

the CD34+ cells isolation, led to the total elimination of PLTs as evidenced by the very low 

percentage of CD34+/CD41+ cells present after the immunomagnetic selection step. CD34+ 

cells obtained with this convenient, rapid, and efficient procedure have satisfying functional 

properties as evidenced by their cell cycle entry,  ex vivo expansion, colony-forming ability, 

and lineage differentiation. 

In conclusion, the procedure described here to purify CD34+ cells from LRFs is an interesting 

alternative to other methods and sources. Indeed LRFs are an easily available and safe source 

of cells whose fibers trap the WBCs contained in 400 to 450 mL of blood from one healthy
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donor. Thus, one LRF allows the isolation of 0.36 x 106 to 0.46 x 106 CD34+ cells. Since 6 to 

10 filters can be processed together, a high number of CD34+ cells (2.2 x 106 to 4.8 x 106) can 

be purified in the mean time, as required for some biochemical analyses. Mixing of CD34+ 

cells from several donors may be even interesting to moderate individual differences. Finally, 

the initial steps of this procedure could also be used to isolate other subpopulations of WBCs 

present in the eluted fractions11,12.
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II-  Influence  des  basses  concentrations  d’O2 et  des 

conditions de culture sur la quiescence, le maintien et 

l’expansion des CSH adultes normales

II.1- Contexte des travaux

L’expansion  ex  vivo des  CSH  représente  un  enjeu  essentiel  dans  l’élaboration  de 

protocoles  cliniques  en  vue  de  transplantations  allogéniques  ou  autologues.  Elle  doit 

permettre : soit d’augmenter le nombre de cellules primitives dans un greffon insuffisant, soit 

de diminuer la quantité de cellules à prélever pour constituer ce greffon, soit d’accroître le 

nombre de cellules matures afin de raccourcir la durée d’aplasie médullaire. L’expansion ex 

vivo des  CSH  repose  essentiellement  sur  l’élaboration  de  cocktails  cytokiniques  ou  sur 

l’optimisation  des  milieux  de  culture,  à  partir  de  cellules  issues  de  sang  de  cordon  ou 

mobilisées  dans  le  sang  périphérique.  Malgré  l’importance  physiologique  des  faibles 

concentrations d’O2 dans les différents processus de maintien, d’auto-renouvellement et de 

quiescence des CSH (Iriuchishima, 2011), peu de travaux prennent en compte ce paramètre en 

culture. En effet, la concentration atmosphérique d’O2 induit une prolifération importante des 

CSH, leur différenciation rapide en progéniteurs et la perte de leur capacité de greffe, qui 

signe  la  disparition  des  CSH  pluripotentes  capables  d’auto-renouvellement.  De  plus,  des 

travaux antérieurs ont démontré les effets d’une oxygénation réduite (3%, 1% et 0,1% d’O2) 

sur  la  régulation  fonctionnelle  des  CSH  in  vitro (cf. Introduction  §III.3.1,  p.67).  Une 

concentration très basse d’oxygène (0,1%, similaire à celle des niches endostéales où résident 

les CSH), empêche notamment les cellules CD34+ de sang de cordon, initialement  en G0, 

d’entrer  dans  les  phases  actives  du cycle  cellulaire,  ramènent  en  G0 celles  qui  cyclent  et 

préserve leur capacité de greffe sans induire d’apoptose (Hermitte, 2006).

90



Résultats - Etude de l’effet des basses concentrations d’O2 sur les CSH adultes normales

Le rôle et les mécanismes d’action des facteurs solubles hématopoïétiques (cytokines, 

chimiokines, facteurs de croissance) en conditions de faible oxygénation restent eux aussi très 

peu explorés. Leur présence ou leur absence, leur combinaison et leur concentration agissent 

pourtant de façon déterminante sur le devenir des CSH lors de cultures à 20% d’O2. Notre 

équipe a ainsi montré récemment que l’engagement en différenciation de cellules CD34+ de 

sang de cordon, cultivées à 3% d’O2, était fortement dépendant de la concentration d’IL-3 

dans le milieu (Ivanovic, 2004) et que l’IL-6 permettait une préservation et une expansion des 

CSH murines en culture à 1% d’O2 (Kovacevic-Filipovic, 2007). Les interactions entre faibles 

concentrations d’O2, cycle cellulaire et facteurs solubles dans le maintien et l’expansion  ex 

vivo des CSH méritent donc d’être explorées. Cela permettra de reproduire des conditions 

expérimentales proches de celles retrouvées in vivo et de développer de nouvelles méthodes 

d’expansion pour leur utilisation en thérapie cellulaire, où l’impératif est soit le maintien, soit 

l’amplification des cellules les plus primitives.

II.2- Mise en place de l’étude

Nous avons cherché à confirmer et à étendre, à des CSSP-H issues de LRF, les résultats 

obtenus  avec  des  cellules  de  sang  placentaire  par  F.  Hermitte.  Celui-ci  a  décrit,  lors  de 

cultures  de 3 jours réalisées  à  0,1% d’O2,  un important  retour  en quiescence des cellules 

CD34+ de sang de cordon et un maintien de leur capacité de reconstitution hématopoïétique 

(Hermitte, 2006). Dans le travail présenté ici, les cellules CD34+ de LRF ont été cultivées 

pendant  7,  10  ou  14  jours  à  20  ou  0,1% d’O2 en  présence  de  différentes  combinaisons 

cytokiniques.  Bien  que ce travail  ne soit  pas  terminé  à  ce  jour,  nous  avons décidé  de le 

présenter sous la forme d’un article en préparation pour les raisons suivantes :

- cette présentation sous la forme d’un manuscrit à soumettre représente un exercice important 

de synthèse du travail réalisé et de rédaction,
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- nous considérons la structure de l’article comme établie,

- les résultats obtenus à ce jour sont considérés comme définitifs et ne seront plus modifiés. 

S’y ajouteront d’autres résultats relatifs aux travaux encore en cours ou à réaliser (cf. 

Résultats §II.4, p.94).

Ainsi, dans ce manuscrit, seront décrits l’ensemble des techniques utilisées, les résultats 

obtenus  et  les  discussions  afférentes  à  ceux-ci.  Au  cours  de  cette  étude,  de  nombreuses 

combinaisons cytokiniques ont été utilisées lors des cultures comparatives de cellules CD34+ 

de LRF à 0,1 et 20% d’O2. Les résultats obtenus lors de cette étape de mise au point sont 

présentés de manière succincte dans l’Annexe 2. Dans le manuscrit, nous avons retenu une 

unique période de culture (7 jours) et seulement deux conditions cytokiniques (IL-3, 10 ng/ml 

et  SCF  +  TPO,  respectivement  à  100  et  10  ng/ml),  du  fait  du  maintien  et  de  la  forte 

amplification des cellules les plus primitives lors des LC2 consécutives à des LC1 faiblement 

oxygénées. Notons également que l’influence des conditions sélectionnées sur le maintien de 

la  capacité  de  reconstitution  hématopoïétique  de  ces  cellules  a  été  évaluée  grâce  à  des 

xénogreffes dans des souris  NOG, réalisées  par injection intra-fémorale  afin de pallier  au 

problème, mentionné par divers groupes, de « greffabilité » des CSSP-H non cultivées.

II.3- Résultats et conclusions

Les résultats présentés dans ce manuscrit ont permis de mettre en évidence que :

1- une culture de 7 jours de cellules CD34+ de LRF à 0,1% d’O2 freine leur prolifération 

et augmente la mortalité cellulaire, en comparaison avec des cultures réalisées à 20% d’O2 et 

ce quelles que soient les conditions cytokiniques sélectionnées (IL-3 et SCF/TPO).

2- Les cultures de cellules CD34+ de LRF à 0,1 et 20% d’O2 permettent le maintien 

d’une population indifférenciée. Cependant, alors que la culture à faible oxygénation inhibe 

l’engagement dans les différents lignages hématopoïétiques, les cultures à 20% d’O2, 
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favorisent ce phénomène d’engagement.

3- La culture liquide primaire à 20% d’O2 induit à la fois la prolifération/différenciation 

des pré-CFC et un maintien/expansion des CFC. En effet, les taux d’expansion cumulés, en 

sortie de LC1 et en sortie de LC2, montrent que le nombre de CFC détectés après ces phases 

de cultures est 20 fois plus élevé que le nombre de CFC détectés au temps 0. De plus, la 

combinaison entre le SCF et la TPO donne la meilleure expansion totale des populations de 

CFC,  en  comparaison  avec  l’ajout  d’IL-3  seule,  quelles  que  soient  les  conditions  d’O2 

appliquées lors de la LC1.

4-  La  faible  oxygénation  inhibe  le  maintien/expansion  des  CFC  et  la 

prolifération/différenciation des pré-CFC pendant la phase de LC1. Cependant, elle favorise le 

maintien des pré-CFC durant cette  même phase, comme le montrent les taux d’expansion 

obtenus au cours des LC2 consécutives. En effet, la comparaison des cinétiques d’expansion, 

calculées selon le ratio (nombre de colonies)LC2/(nombre de colonies)LC1, révèle une expansion 

plus tardive à 0,1% d’O2, témoignant de la primitivité des populations maintenues lors des 

LC1 dans ces conditions. De plus, il apparaît que l’ajout d’IL-3 favorise un meilleur maintien 

des pré-CFC, en comparaison avec les LC1 contenant la combinaison SCF + TPO. 

5- Nous avons pu mettre en évidence un chimérisme suite à des greffes intra-fémorales 

de cellules  CD34+ de  LRF fraîchement  isolées.  Ces  observations  confirment  des  résultats 

récents obtenus par notre groupe, non publiés et concernant la prise de greffe de ces cellules 

avant incubation. La culture à 20 ou 0,1% d’O2 modifie la reconstitution de l’hématopoïèse 

dans les animaux receveurs. Nous avons pu montrer que des cultures de 7 jours à 20% d’O2 

permettaient un maintien de la capacité souche des cellules très fortement supérieur à celui 

observé après culture à 0,1% d’O2. Les conditions cytokiniques testées ont permis de révéler 

un rôle positif de la combinaison SCF + TPO, en comparaison avec la condition IL-3 seule, 

qui assure une prise de greffe semblable à celle observée avec des cellules non cultivées.
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6- La culture de 7 jours à 0,1% d’O2 permet d’augmenter le pourcentage de cellules 

CD34+ en G0,  à la différence des cultures à 20% d’O2 qui favorisent l’entrée des cellules 

CD34+ dans le cycle cellulaire. Elle assure enfin le maintien d’une population ne se divisant 

pas ou très peu durant cette étape de LC1, comme le montrent les profils de cytométrie en flux 

après double marquage CFSE/Ki-67.

Ces résultats sont analysés dans la partie discussion du manuscrit en cours de rédaction.

II.4- Perspectives

Ces premiers résultats ont permis de mettre en évidence, lors de cultures de 7 jours à 

0,1% d’O2, un maintien de cellules primitives capables d’expansion secondaire in vitro (pré-

CFC) et de xénogreffe. Avant la soumission du manuscrit, présenté dans la prochaine section, 

ces travaux doivent être complétés par de nouvelles expériences de xénogreffes afin de valider 

définitivement  les  conclusions  de  l’étude.  Une  meilleure  caractérisation  des  cellules 

quiescentes capables de greffe et des mécanismes de leur adaptation métabolique aux faibles 

concentrations d’O2 nous apportera des éléments importants  pour achever ce travail.  Nous 

nous intéresserons donc prochainement : 

- à la détection et à l’évolution des cellules SP (Side Population) du sang périphérique 

suite à leur culture à 20 et 0,1% d’O2 et à l’étude de leur capacité de greffe. En effet, des 

résultats préliminaires (non publiés) du groupe montrent la présence de cellules SP dans la 

circulation en condition d’homéostasie.

- à l’étude du métabolisme glycolytique des cellules CD34+ de LRF, lors de leur culture 

à 20 et 0,1% d’O2, afin de déterminer son rôle dans l’adaptation physiologique des cellules 

(survie et quiescence) aux faibles concentrations d’O2. En effet, les travaux de Dello Sbarba 

ont montré qu’un blocage de la chaîne respiratoire mitochondriale, par addition d’un excès de 

pyruvate dans les cultures, inhibe la prolifération des progéniteurs engagés, mais pas celle des 

CSH (Dello Sbarba, 1987). Ces observations suggèrent que le métabolisme des CSH serait
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largement  indépendant  de  l’O2.  Dans  cette  optique,  nous  effectuerons  des  mesures  de  la 

consommation du glucose, de la production d’acide lactique, de l’activité mitochondriale et 

des  variations  de  pH,  lors  de  cultures  à  0,1%  d’O2 de  cellules  CD34+ issues  de  LRF. 

Parallèlement,  nous tenterons d’inhiber la chaîne respiratoire de ces cellules par différents 

traitements (pyruvate, analogues du glucose, antimycine A), afin d’observer, sur les CFC et 

les  pré-CFC,  l’influence  des  différents  métabolismes  (glycolytique  et  oxydatif)  lors  de 

cultures à 20 et 0,1% d’O2.
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II.5- Présentation du manuscrit

Induction  of  quiescence  and  maintenance  of  hematopoietic  stem  cells 

during ex vivo culture of unmobilized steady state blood CD34+ cells at very 

low oxygen concentration (0.1%)
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ABSTRACT

BACKGROUND: Most CD34+ cells culture studies are performed under high oxygen (O2) 

concentrations (20%), although physiological oxygenation in endosteal bone marrow (BM) 

niches, where long-term hematopoietic stem cells (HSCs) reside, is thought to be lower than 

0.1%. Here we evaluated the effect of 7-days 0.1% O2 cultures on steady state peripheral 

blood (SSPB) CD34+ cells on several aspects of their biology, including HSC capacity. 

STUDY DESIGN AND METHODS: Cells were cultured during 7 days at 20 and 0.1% O2 

in medium supplemented with either IL-3 or SCF + TPO before being replated at 20% O2 for 

14  days  in  liquid  culture  (LC)  medium  supplemented  with  a  combination  of  cytokines 

inducing primitive and committed progenitors proliferation/differentiation.  Their  functional 

properties were studied after 7-days LC1 and 14 days after their replating in 20% O2 LC2.

RESULTS:  Cell  growth  was  inhibited  3  to  4  times  and  mortality  rate  was  significantly 

increased in 0.1 vs. 20% O2 7-days LC1. We also evidenced a defect of maturing cells for 

0.1% O2 LC1, but no significant differences in the maintenance of phenotypically primitive 

CD34+ cells. Functional assays revealing pre-CFCs (LC2) and HSCs (xenograft) confirmed 

these phenotypic results; in vitro and in vivo repopulating cells being maintained after 7-days 

LC1 at  0.1% O2.  Cell  cycle  and division status analysis  of 0.1% O2 cultured CD34+ cells 

evidenced that more than 20% of them were quiescent (undivided or G0 returning cells).

CONCLUSION: We confirmed recent unpublished results of our group showing that SSPB 

CD34+ freshly isolated from LRFs or cultured during 7 days at 20% O2 were able to engraft 

immunodeficient NOG mice. We extended them by evidencing that 7-days 0.1% O2 cultures 

did not alter their engraftment capacity, whereas cells remained undivided. Coupled with high 

mortality rates, phenotypic maturation defect and dramatic CFCs decrease in these 0.1% O2 

LC1, we can conclude that very low O2 levels allows maintenance of quiescent HSCs, but is 

inappropriate for their proliferation/differentiation after commitment. These results bring new 

concepts  for  a  better  understanding  of  the  role  of  O2 in  HSCs biology and suggest  new 

approaches for the storage without freezing of graft samples.
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INTRODUCTION

The permanent and regulated production of mature blood cells, during all individual lifespan, 

depends on haematopoietic stem cells (HSCs) which are located in specialized bone marrow 

(BM) niches in close proximity with endosteal osteoblasts1-3. These pluripotent stem cells are 

characterized by their alternative capacities of self-renewal versus commitment, quiescence 

vs. proliferation and survival vs. apoptosis. The regulation of these balances is complex and 

involves  multiple  factors  including  cytokines,  stromal/cellular  adhesion  molecules  and 

numerous metabolic factors. Among these metabolic factors, oxygen (O2) plays an important 

role, which is still under investigation. Indeed, BM O2 concentrations vary from about 4-5 % 

(as measured in capillaries) to probably less than 0.1% in stem cells BM niches as estimated 

by calculation4,5.  However,  despite the fact  that  these low/very low O2 concentrations  are 

physiological in several tissues and organ territories4-8, they are commonly called hypoxic in 

comparison to the normal atmospheric concentration (21% O2) considered as normoxia. The 

terms  in  situ normoxia,  “physioxia”  or  low O2 concentration  would  better  describe  these 

physiological tissue/cell O2 concentrations and hypoxia would better define the concentrations 

lower than normal tissue O2 concentrations found in various pathologies such as tumours, 

inflammation and ischemia. In mammals, the majority of HSCs is quiescent most of the time 

and  resides  in  endosteal  BM niches  where  O2 concentration  is  lower  than  0.1% (in  situ 

normoxia)9,10.  This  cellular  and  metabolic  environment  maintains  their  life-long  survival, 

quiescence and self-renewing capacities by protecting them from most extrinsic aggressions, 

which induce reactive oxygen species accumulation and/or DNA damage11-14. We and others 

showed that culture of human and murine primitive haematopoietic cells  at decreasing O2 

concentrations (3; 1 and 0.1%) improved the expansion of normal progenitors (3% O2) and/or 

the maintenance of HSCs (3; 1 and 0.1% O2)15-25. We showed also that culture of human cord 

blood  CD34+  cells  at  0.1%  O2 -  physioxia  for  BM  niches  HSCs  -  induced  their  G0 

quiescence21. Some recent articles evidenced the role and mechanisms of HIF-1α in the
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adaptation  of  HSCs to  low O2 concentrations26,27.  All  these  results  confirm that  local  O2 

concentration  is  a  major  regulator  of  HSCs maintenance  through its  effects  on their  self-

renewal versus commitment, quiescence vs. proliferation and survival vs. apoptosis balances.

In  the  last  30  years,  most  researches  and  medical  developments  concerning  HSCs  used 

CD34+ cells issued either from BM, from blood after cytokine treatment and from perinatal 

cord blood28,  because the percentages  of CD34+ cells/HSCs are  high in  these materials  . 

However,  their  obtaining  is  limited  by  ethical  and  technical  reasons.  Very  few  studies 

explored the presence and characteristics  of  HSCs in  human adult  steady state  peripheral 

blood (SSPB). The very low percentage of CD34+ cells in blood - approximately 0.15% of 

mononuclear cells and 1-5 CD34+ cells/µl of blood29- and rare publications suggesting that 

they were unable to significantly engraft immunodeficient mice probably explain this fact. 

However, huge quantities of leucocytes from healthy blood donors are discarded every day by 

blood  transfusion  centres  after  the  preparation  of  therapeutic  red  blood  cells  (RBCs) 

concentrates. Moreover, unmobilized CD34+ cells have not been exposed to the stimulating 

effects  of  growth  factors  injections  used  for  the  mobilization  procedure,  which  can 

compromise  their  long-term  repopulating  potential30.  We  and  others  showed  that  large 

quantities of viable CD34+ cells with colony forming ability were trapped in and easily eluted 

from the  leukoreduction  filters  (LRFs)  now commonly used for  the  preparation  of  RBCs 

concentrates31-32.  We recently  set  up  a  miniaturized  method  allowing  the  easy,  rapid  and 

efficient recovery of 4.105 to 6.105 CD34+ cells from one LRF33. This methodology made our 

present investigation feasible.

Here we investigated the effects of cytokines combination (IL-3 or SCF+TPO) and of a 7-day 

incubation of SSPB CD34+ cells at a very low O2 concentration (0.1%) on several of their 

characteristics,  including  their  capacity  to  engraft  immunodeficient  NOG mice.  Indeed,  if 

SSPB CD34+ cells contain long-term HSCs, that can be maintained or expanded in culture, 

they would then represent an interesting alternative to other sources of HSCs for future
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regenerative medicine32. The data presented here compare the effects of 7-day incubation at 

20 and 0.1% O2 on survival, proliferation, differentiation, colony forming ability, cell cycle 

and division status  of  steady state  blood CD34+ cells.  Finally  and more  importantly,  we 

evidenced  for  the  first  time  that  these  “ungraftable”  CD34+ cells  maintained  their  HSCs 

capacity after this 7-day ex vivo incubation.

MATERIALS AND METHODS

CD34+ cells isolation

Steady state blood CD34+ cells were isolated as previously described33 from LRFs obtained 

from the Etablissement Français du Sang Aquitaine-Limousin (EFS-AL). Briefly, leukocytes 

eluted from LRFs were deprived of platelets by low speed centrifugation. Mononuclear cells 

were then isolated on Ficoll and washed twice. CD34+ cells were purified using a two-step 

‘indirect’  immunomagnetic  procedure  (Indirect  CD34  microbeads  kit,  Miltenyi  Biotec, 

Bergisch Gladbach, Germany) according to the manufacturer procedure. Cells were counted 

using Trypan Blue dye staining for the identification of dead cells.  The purity of isolated 

CD34+ cells  was measured by flow cytometry (FACSCanto,  Becton Dickinson, San Jose, 

CA, USA; all fluorochrome molecules were obtained from BD Biosciences, Meylan, France).

Primary liquid cultures (LC1)

CD34+ cells  (viability >98%) were seeded at  105 cells/ml  in Iscove Modified Dulbecco’s 

Medium (IMDM + GlutaMAX1, Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) complemented with foetal 

bovine serum (FBS, Invitrogen, 10% v/v), penicillin (50 U/ml), streptomycin (50 mg/ml) and 

with rHu IL-3 (10 ng/ml) or rHu SCF (100 ng/ml) + rHu TPO (10 ng/ml) (all cytokines from 

Peprotech, Neuilly-Sur-Seine, France). LC1 were maintained for 7 days at 37°C, either at a 

20% O2 concentration in a humidified 5% CO2 incubator (Binder, Tuttlingen, Germany) or at 

a 0.1% O2 concentration in a low O2 culture system  (Xvivo, Biospherix, Red Eld, NY, USA). 

Cellular viability at day 7 was calculated as described above.
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Secondary liquid cultures (LC2)

LC1 cells were replated in LC2 at 105 cells/ml, cultured during 2 weeks (20% O2, 37°C, 5% 

CO2) in a serum-free medium containing recombinant IL-1, IL-3, IL-6, SCF, G-CSF, GM-

CSF and Flt3 ligand (Stemα.AG, StemAlpha,  Saint-Clément-Les-Places,  France).  Medium 

was renewed every 7 days of culture. As previously described, this method allows pre-CFCs 

and primitive progenitors, present at the end of LC1, to give rise to CFCs identifiable and 

countable in semi-solid cultures16,23,34.

Semisolid cultures

The number of progenitors present in freshly purified CD34+ cells, after LC1 and throughout 

the LC2 was measured by counting myeloid colonies grown in semi-solid culture medium. 

For this test, 250 purified CD34+ cells or 5 µl of LC1 and LC2 cells were seeded into 24-

wells plates (NUNC, Roskilde, Denmark) in 250 µl of Stemα.1D (Stem Alpha), a ready-to-

use 0.9% semi-solid methylcellulose medium, supplemented with rHu cytokines (IL-3, IL-6, 

IL-11, SCF, EPO, GM-CSF and G-CSF) allowing the  in vitro growth of CFU-GM, BFU-E 

and CFU-Mix. After 14 days of culture (37°C, 20% O2, 5% CO2), colonies (>50 cells) were 

counted under an inverted microscope and the number of progenitors per millilitre of liquid 

culture was calculated. 

Comparison of pre-CFCs and CFCs expansion rates during LC1 at 0.1 and 20% O2

Liquid culture  of CD34+ cells  at  20% O2 in  cytokine  supplemented  medium induces  the 

progressive loss of HSCs present at day 0 due to their commitment to pre-CFCs and CFCs. 

Thus, the total number of CFCs produced during the culture time is higher than the number of 

CFC seeded at time 0. This expansion rate depends on the cellular material and the culture 

conditions  used  (medium,  serum,  cytokines,  metabolism,  etc).  CFCs  were  identified  and 

counted by the number of colonies that they generate when seeded in semi-solid cultures. The 

ratio between the number of CFCs produced during liquid culture and their number in the
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freshly isolated CD34+ cells sample allows to compare the respective capacities of different 

LC1 conditions  to maintain and expand the pre-CFCs and the CFCs present in the initial 

CD34+ cells  sample.  In  our system,  LC1 represents  a  “conditioning”  phase in  which the 

hypoxic (0.1% O2) or normoxic (20% O2) parameters modifies the self-renewal, proliferation 

and differentiation of HSCs, pre-CFCs and CFCs. Replating the conditioned cells in identical 

LC2,  at  20%  O2,  reveals  the  LC1-induced  modification  by  amplifying  them  during  the 

proliferation/differentiation processes. To quantify the effects of the LC1 conditioning phase, 

the number of colonies counted at the end of LC1 and after 14 days of LC2 were added and 

divided by the number of colonies present at time 0. This “expansion fold ratio” was used to 

compare  the maintenance/expansion  of pre-CFCs and CFCs in  low oxygenated  LC1.  The 

kinetics of these processes were established by calculation of ratios between the number of 

colonies present at the end of LC1 and at time 0 and between the number of colonies present 

after 14 days of LC2 and at the end of LC1.

Myeloid differentiation analysis

The influence  of  culture  conditions  on the commitment  of  CD34+ cells  towards  myeloid 

lineages was explored by immuno-phenotypical analysis. Cells were multi-labelled with anti-

CD34 and the following fluorescent antibodies: anti-CD45, anti-CD33, anti-CD38, anti-CD-

61, anti-CD133 or anti-glycophorin A (all from BD Biosciences), that identify granulocytic, 

monocytic,  megakaryocytic  and erythroid  differentiation  antigens.  Briefly,  freshly isolated 

CD34+ cells and cultured cells (7 days at 20 or 0.1% O2) were washed in PBS (Ca2+/Mg2+ free, 

pH=7.2) supplemented with EDTA (10 mM), FBS (5%, v/v) and azide (0.05%, w/v), labelled 

for 30 minutes with fluorescent antibodies or with the corresponding isotype control, washed 

again  and  analysed  by  flow  cytometry  (FACSCanto,  Becton  Dickinson).  Analysis  was 

performed on CD34+ and CD34- subpopulations.
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Cell cycle analysis

Freshly isolated and cultured CD34+ cells were triple labelled with Topro-3 iodide (T3605, 1 

mM in  DMSO, Invitrogen),  anti-CD34-PE and anti-Ki-67-FITC antibody.  Topro-3 iodide 

discriminates cells with 2n (G0 and G1 phases), >2n to <4n (S phase) and 4n (G2 and M 

phases) DNA content. The nuclear antigen Ki-67 is absent in G0 quiescent cells and expressed 

by all  actively  cycling  cells  (G1 to  M phases).  Cells  were  washed and incubated  for  30 

minutes  at  room  temperature  in  a  ‘fixation/permeabilization  buffer’,  containing  para-

formaldehyde (PFA, 0.4%, v/v), saponin (0.02%, v/v), Hepes (pH 8; 10 mM) diluted in H2O. 

After a double wash in a ‘washing buffer’ (FBS 5%, sodium azide 0.05%, saponin 0.02% (all 

v/v) and EDTA 55 mg/l), cells were first labelled with the anti-CD34-PE antibody or with the 

corresponding isotype control antibody (mouse γ1-PE), then washed and incubated with an 

anti-Ki-67–PE antibody (B56 clone) or with the corresponding isotype control (clone MOPC-

21) for 30 minutes (all antigens from BD Biosciences). Washed cells were re-suspended in 

PBS supplemented with Topro-3 iodide and analyzed by flow cytometry.

Cell divisions analysis

Our purpose was to know whether the G0 CD34+ cells present after 7 days of culture were 

issued from the 50% of G0 CD34+ cells in SSPB, that remained undivided, or if they were 

totally or partly issued from cells returning in G0 after one or more divisions in culture. Cells 

were  labelled  with  CFSE  before  culture  and  analysed  after  culture  according  to  the 

manufacturer’s  instructions.  CFSE  (C34554,  Invitrogen)  is  a  stable  vital  intracellular 

fluorescent dye, whose decay is linked to cell division. Briefly, 106 SSPB CD34+ cells were 

incubated in the dark for 15 min at 37°C in 1 ml of pre-warmed PBS supplemented with 1% 

BSA (v/v) and CFSE (10 µM), then washed in IMDM + 10% FBS and returned for 30 min at 

37°C in the dark. After a last wash, 105 cells/ml were cultured for 7 days at 20 and 0.1% O2 in 

IMDM + 10% FBS + IL-3 (10 ng/ml). Every 48h, cell aliquots were labelled with
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anti-Ki-67-PE antibody and their  Ki-67/CFSE double fluorescence  were analyzed  by flow 

cytometry.

NOG-mice engraftment and chimerism analysis

8 to 12-week-old NOG mice  were conditioned by intra-peritoneal injection of Busulfan (20 

mg/g),  48  and  24  hours  before  engraftment,  allowing  myelosuppression,  as  previously 

described35.  Grafts  were  performed  by  intra-femoral  injection,  into  anesthetised  mice,  of 

freshly isolated CD34+ cells (2.5 x 105) or of cultured CD34+ (number of cells corresponding 

to 2.5 x 105 CD34+ cells seeded at time 0). Eight mice (4 males and 4 females) were used by 

culture  condition.  At  7  weeks  post-engraftment,  a  mouse  blood aliquot  was  analysed  for 

human CD45 chimerism.  Mice were sacrificed after 13 weeks and human chimerism was 

measured  on  cells  extracted  from  injected  and  non-injected  femurs  and  spleen.  Human 

myeloid and lymphoid commitment was measured by flow cytometry after mouse anti-CD45, 

human anti-CD13 and anti-CD19 labelling (all from BD Biosciences).

RESULTS

CD34+ cells expansion and mortality rates depend on culture oxygenation (Table 1)

Whatever the cytokines used, cellular expansion was 3 to 4 times lower after 7 days of culture 

at 0.1% O2 and the mortality rate 2 to 3 times higher, reaching approximately 55%. These 

results confirm that culture of CD34+ cells at an O2 concentration lower than 1% significantly 

blocked the CD34+ cells expansion and increased their  mortality rate.  Comparable results 

were obtained when cultures were supplemented with IL-3, SCF, TPO, IL-6 and SDF-1 (data 

not shown)
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Culture at 0.1% O2 concentration delays commitment of CD34+ cells (Figure 1)

As expected from previous published results, culture at 20% O2 induced a rapid phenotypic 

differentiation of CD34+/CD45+ cells, which was evidenced by 1- the dramatic decrease of 

CD34+/CD45+/CD38-/CD133+  cell  number  (Figure  1,  upper  panel),  a  population  that 

contains primitive progenitors and part of HSCs; 2- the expansion of CD34-/CD45+ cells, 

labelled by differentiation/maturation markers, such as CD38, CD33, CD61 and GpA (Figure 

1, lower panel). By comparison, the 7-days culture of CD34+ cells at 0.1% O2 blocked their 

phenotypic maturation and even induced their apoptosis, as suggested by results of the lower 

panel.  Concerning the maintenance of CD34+/CD45+/lin- cells  (where lin- means lineage 

negative), it was similar to what was observed at 20% O2, evidencing that the very low O2 

concentrations,  that  was  unable  to  maintain  the  proliferation/differentiation  processes  of 

CD34+ cells, allowed the survival of a limited subset of primitive CD34+ cells equivalent to 

what  was  observed at  20% O2.  Similar  effects,  concerning  the maintenance  of  primitive 

subset  of  cells,  close  to  that  was  obtained  at  20%  O2 and  the  blocking  of 

differentiation/maturation  at  0.1% O2,  were obtained  for  cultures  performed with medium 

supplemented with SCF + TPO (data not shown).

Maintenance/expansion  of  pre-CFCs  and  CFCs  in  liquid  culture  depends  on  O2 

concentration during LC1 (Figure 2)

While after 7-days at 20% O2, the number of CFCs was 2 to 5 times higher than at time 0, it 

was 2 to 5 times lower in 0.1% O2 cultures (Figure 2A, line 1), thus showing that CFCs 

survival was compromised at very low O2 concentrations. The expansion of CFCs during LC1 

and LC2 (Figure 2A, line 2) was also higher when LC1 was performed at 20% O2 than at 

0.1%, whatever the cytokines used. However, it should be noticed that the 7-days 0.1% O2 

LC1, which did not allow survival/expansion of CFCs, did not affect  the survival of pre-

CFCs, since the expansion of CFCs after 14 days of LC2 was 3 to 6 higher, compared to 
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time 0. Interestingly,  comparison of the expansion rates of CFCs during the 14-days LC2, 

compared  to  7-days  LC1,  evidenced  that  they  were  2.5  to  4.5  higher  when  LC1  was 

performed at 0.1% O2 (Figure 2B), evidencing a more primitive subset maintenance in these 

conditions.  Culture  performed  in  medium supplemented  with  SCF +  TPO showed  better 

amplification compared to time 0 and to what was obtained with medium supplemented with 

IL-3, whatever the O2 concentrations applied during LC1. Interestingly,  comparison of the 

expansion rates of CFCs during the 14-days LC2, compared to 7-days LC1 performed at 0.1% 

O2, evidenced that the medium supplemented with IL-3 gave better results compared to those 

with SCF + TPO, suggesting that primitive subset was better maintained for this condition. 

Compared effects of  low versus high oxygenated cultures on CD34+ cells engraftment 

into NOG mice (Figure 3).

Results show that engraftment was observed with freshly isolated SSPB CD34+ cells, which 

confirm non published results recently obtained by our group. Engraftment into NOG mice 

was observed both in blood, 7 weeks post-injection, or in bone marrow of injected or non-

injected  femurs,  13  weeks  post-injection  (Figure  3,  upper  panel  and  lower  panel, 

respectively). Chimerism, consequently engraftment and presence of primitive hematopoietic 

cells, was always better with uncultured cells. 7-days culture at 20% O2 allowed maintenance 

of these cells under SCF+TPO treatment but not under IL-3 treatment. The lowest chimerism 

rates  were  obtained  from  cells  cultured  at  0.1%  O2 and  thus  under  IL-3  or  SCF-TPO 

treatment. All these datas confirm the presence of potentially engraftable cells into peripheral 

blood physiologically,  whereas  culture  in  vitro  with our treatment  is  not yet  sufficient  to 

expand them and to increase their stemness capacities.
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Culture of CD34+ cells at 0.1% O2 inhibits their cellular divisions and induces their G0 

quiescence

As already observed by Hermitte et al.21, with cord blood CD34+ cells, 55 and 45% of freshly 

isolated LRF CD34+ cells were respectively in the G0 and G1 phases of the cell cycle (data 

not shown). As expected, after 7 days of LC1 at 20% O2, the percentage of G0 CD34+ cells 

decreased to values lower than 10%, while the percentages of S and G2/M cells increased due 

to the proliferation. In contrast, after 7 days of LC1 at 0.1% O2, the percentage of G0 CD34+ 

cells remains higher than 50% and the percentage of S phase cells lower than 10% (Figure 4). 

These data confirm and extend those from Hermitte et al. obtained with cord blood after 3 

days of culture at 0.1% O2
21. Results showed only culture in IL-3 supplemented medium, but 

similar results were obtained under SCF/TPO treatment (data not shown).

Analysis of the CFSE fluorescence intensity and Ki-67 labelling of cells after 3, 5 and 7 days 

of  LC1  showed  that  a  significative  percentage  of  CFSE labelled  CD34+  cells  at  day  0 

remained undivided after  7 days  at  0.1% O2 (Figure 5.a and 5.b), while this  fraction was 

highly  reduced  (3%)  into  20%  O2 LC1  (Figure  5.b).  Same  results  were  obtained 

independently of the cytokine combination used.

DISCUSSION

CD34+ cells are a matter of intense research devoted to a better knowledge of their properties 

and regulatory mechanisms. Improvement of their  ex vivo expansion, with maintenance of 

their  engraftment  capacity,  is  still  a cell  engineering  challenge  for  regenerative  medicine. 

Most experimental studies and clinical cell therapy procedures use CD34+ cells isolated from 

cord  blood  and  mobilized  in  peripheral  blood,  whose  obtaining  in  sufficient  amounts 

represents, sometimes, a limiting factor. We decided to use the well-established procedure, 

using LRFs33, to overcome with these limitations. Moreover, SSPB CD34+ cells are poorly 

described in literature, which, in fact, made them an interestingly material. In addition, most
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studies  concerning  HSCs  maintenance/expansion  are  performed  under  high - 

supraphysiological - O2 levels8. As a consequence, study of low O2 concentrations seems to 

reflect more similarities with physiological parameters. Indeed, several recent studies showed 

that  in  bone marrow the physiological  O2 concentration  range  from about  4-5% in small 

vessels,  where  it  was  measurable,  to  probably  less  than  0.1% in  endosteal  bone  marrow 

niches, where HSCs reside5,9,10. We found that 7-days LC1 at 0.1% O2 inhibited proliferation, 

increased  mortality  of  SSPB  CD34+  cells,  reduces  maintenance  of  CFCs  and 

proliferation/differentiation of pre-CFC, in comparison to cultures performed at 20% O2, but 

this work has revealed that a primitive, undifferentiated and non-dividing subset of cells were 

maintained at low O2 concentrations; giving, moreover, better later expansion of CFCs, thus 

evidencing a beneficial role of this parameter in hematopoietic cell biology. Accordingly to 

these results we brought a hypothesized schematically view of the possible phenomenon that 

might come into play during these non established subset selection by low O2 concentrations 

and explain results obtained in this work (Figure 6). So, this work allowed us to extend results 

of our group, initially performed on cord blood CD34+ cells and having studied only short-

term  incubation  influence21.  This  work  has  also  allowed  to  confirm  unpublished  results 

showing that  SSPB CD34+ cells  freshly  eluted  from LRFs,  as  well  as  after  their  7-days 

culture, were able to engraft immunodeficient mice. Unfortunately, conditions applied during 

culture were not adapted to their expansion, maybe due to a lack of stromal cells layer, which 

could decrease mortality at lower oxygen concentration and increase stemness capacities of 

cultured cells at 20 and 0.1% O2. Finally, cytokine combination seems to play a critical role in 

the HSCs maintenance/expansion processes and combinations tested here have highlighted a 

potential  beneficial  role  of  IL-3,  SCF or  TPO in  these  phenomenon.  Further  studies  and 

improved combinations should give rise better expansion, whose mechanisms remain to be 

well established.
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TABLES AND LEGENDS

TABLE  1.  CD34+  cells  expansion  and  mortality  rates  depend  on  culture 

oxygenation

CD34+ cells were seeded at 105 cells/ml in IMDM supplemented with 10% FBS and IL-3 (10 

ng/ml) or SCF (100 ng/ml) plus TPO (10 ng/ml) and cultured at 20% and 0.1% O2 during 7 

days. Living and dead cells were identified and counted on Malassez Cell with Trypan Blue 

exclusion. Mortality rates correspond to the ratios of dead cells to total counted cells. Values 

are the mean of 7 independent experiments. * P < 0.01.
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TITLES AND LEGEND TO FIGURES

Figure 1. Culture at 0.1% O2 delays commitment of CD34+ cells

Flow cytometric analysis  was performed on freshly isolated CD34+ cells  (■) and on cells 

cultured during 7 days at 20 (■) and 0.1% (□) O2 in medium supplemented with IL-3. The 

CD34+/CD45+ cells population was further characterized using anti-CD38 and anti-CD133 

antibodies (upper panel). Commitment of CD34+ during these 7-days cultures was analysed 

by  measuring  the  number  of  CD38,  CD33  and  CD61  and  GpA positive  cells  inside  the 

CD34-/CD45+  cells  population  (lower  panel).  Commitment  into  eryhroïd  lineage  was 

analysed  by  measuring  the  number  of  GpA positive  cells  inside  the  CD34-/CD45-  cells 

populations, but was although mentioned on the same graph. Values correspond to an absolute 

number of cells in each fraction. Values mentioned on blocks correspond to ratio between the 

number of cells present in a specific phenotypic subset after 7 days of culture and the number 

of  cells  initially  present  in  the  same  subset.  Results  are  the  mean  of  3  independent 

experiments.

Figure 2.  Comparison of the expansion rate of  CFCs and pre-CF in various O2 and 

cytokines conditions

A- The CFCs expansion rates were determined by calculating the ratios between the number 

of CFCs after 7 days of LC1 or after 14 days of LC2 (in various culture conditions) and their 

number in the freshly isolated CD34+ cells sample. For this purpose, the number of colonies 

issued from semi-solid cultures performed at the end of LC1 (LC1 7 days) and after LC2 

(LC2 14 days) were added and divided by the number of colonies present at time 0. B- The 

kinetics of maintenance and expansion of pre-CFCs and primitive CFCs during each phase of 

the liquid cultures (LC1 or LC2) were evaluated by calculating the ratios between the number 
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of colonies present at the end of LC1 and those at time 0 (LC1 expansion rates) and between 

the
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number of colonies present after 14 days of LC2 and at the end of LC1 (LC2 expansion rates). 

At  time  0,  the  number  of  colonies  counted  on  semi-solid  medium was  of  about  2.5x104 

colonies/ml (±0.12x104), which corresponds to a percentage of clonogenicity of 50%. Values 

are the mean of 3 independent experiments. * P < 0.01.

Figure 3. Chimerism analysis of freshly or culture engrafted cells

Cells  recovered  either  in  blood  or  injected/non-injected  femurs  were  analysed  by 

cytofluorimetry after human anti-CD45 labelling. Cells were also labelled with mouse anti-

CD45 to discriminate them from mice cells and with human anti-CD13 and human anti-CD19 

to  determine  the  commitment  linage  of  human  cells.  Cells  were  analysed  7  weeks  post-

engraftment in peripheral blood (Upper panel) and after 13 weeks in injected femurs (Lower 

panel).  For  every  group  of  8  mice  per  condition  (time  0,  20%  O2,  0.1%  O2,  medium 

supplemented with IL-3 or SCF+TPO), chimerism for human CD45+ cells was presented for 

male (●) and female (○) subgroups and median was calculated for each gender.

Figure 4. Cell cycle distribution of cultured CD34+ cells after 7 days at 20 or 0.1% O2

Results  were  obtained  using an  anti-CD34/anti-KI-67/Topro-3  iodide  staining.  Cells  were 

analysed after 7 days of culture at 20 (■) or 0.1% (□) O2, in IMDM + 10% FBS with IL-3 (10 

ng/ml). Values presented were determined specifically on the CD34+ cells subset. Results are 

the mean of 4 independent experiments and standard deviations are presented as error bars.

* P < 0.01.
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Figure 5: Division status of cultured cells, under both normoxic and hypoxic conditions, 

by CFSE/anti-Ki-67 staining

A. Cytometric profile of one independent experiment of cells cultured after CFSE staining 

during 7 days in IMDM + 10% FBS and SCF/TPO at 20 and 0.1% O2. Vertical and horizontal 

axes  mean,  respectively,  the  fluorescent  intensity  of  anti-Ki-67-PE  and  CFSE.  Black 

rectangles correspond to initial CFSE intensity (CFSEhigh) and to Ki-67neg cells. Percentage of 

KI-67neg/CFSEhigh cells  include  in  the  rectangle  are  presented  in  front  of  each  graph.  B. 

Percentage  of  KI-67neg/CFSEhigh cells  after  7  days  of  culture  in  IMDM +  10% FBS and 

SCF/TPO or IL-3 at 20 and 0.1% O2. Values are the mean of 3 independent experiments.

Figure 6: Hypothetic models for the maintenance of very primitive hematopoietic cells 

under low O2 concentrations (0.1%)
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FIGURE 1.
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FIGURE 2.
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FIGURE 3.

FIGURE 3.

118



Résultats - Etude de l’effet des basses concentrations d’O2 sur les CSH adultes normales

FIGURE 4.
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FIGURE 5.
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FIGURE 6.
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III- Etude de l’effet des basses concentrations d’O2 sur la 

quiescence d’une lignée cellulaire de leucémie myéloïde 

chronique (K562)

Cette dernière section est consacrée aux résultats obtenus dans le cadre d’un stage de six 

mois (décembre 2010 - juin 2011) dans l’équipe du Pr. Dello Sbarba, au sein du Dipartimento 

di Patologia e Oncologia Sperimentali  de l’Université de Florence (Italie).  Ce séjour a été 

effectué dans le cadre d’une thèse co-dirigée par le Pr. Dello Sbarba et le Pr. Vincent Praloran 

(co-tutelle entre l’Université de Florence et l’Université Bordeaux Segalen). Depuis le début 

des années 1990, cette équipe s’intéresse à l’étude de l’effet des basses concentrations d’O2 

sur  les  cellules  souches  hématopoïétiques  leucémiques  (CSL)  et  normales  et,  plus 

particulièrement,  aux  phénomènes  de  résistance  de  certaines  populations  cellulaires  au 

traitement actuel de première intention de la leucémie myéloïde chronique (LMC) : l’imatinib 

mésylate (IM).

III.1- Contexte et objectifs des travaux

La LMC est  une  maladie  hématopoïétique  néoplasique,  caractérisée  par  l’expansion 

maligne de CSH pluripotentes dans la moelle osseuse. Trois stades cliniques sont couramment 

décrits (phase chronique, phase d’accélération et phase blastique). Une mutation somatique, 

entraînant une translocation chromosomique spécifique, est considérée comme la cause de la 

maladie.  Cette  translocation  réciproque  entre  les  chromosomes  9  et  22  [t(9;22)]  génère 

l’oncogène  bcr-abl (breakpoint  cluster  region-abelson  murine  leukemia  viral  oncogene 

homolog)  à  l’origine  de  la  protéine  hybride  BCR-Abl.  Cette  oncoprotéine  possède  une 

activité tyrosine kinase dérégulée par rapport à la forme constitutive de Abl (Lugo, 1990) et 

son expression entraîne une prolifération anormale des cellules, une inhibition de l’apoptose
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et une hyper-phosporylation des résidus tyrosines de certaines protéines cibles (Deininger, 

2000). Le traitement des patients atteints de LMC a connu d’importantes améliorations 

au cours  des  dernières  décennies.  Aux  traitements  non  spécifiques  (hydroxyurée, 

interféron-α,  ou  allogreffe  de  cellules  souches),  ont  succédé  des  thérapies  ciblées 

mettant en jeu des inhibiteurs de tyrosine kinase (ITK). Le premier ITK approuvé en 

clinique  a  été  l’IM (ou  STI571),  commercialisé  sous  le  nom  de  Gleevec®.  Il 

représente  actuellement  le  traitement  de première  intention  des  patients  atteints  de 

LMC, mais  des  molécules  de seconde génération  ont  également  vu le  jour depuis 

quelques  années  (dasatinib,  nilotinib).  Malgré  l’efficacité  de  l’IM  il  persiste  des 

cellules leucémiques résistantes à l’IM, à l’origine de la maladie minimale résiduelle 

(MMR) et des rechutes de la maladie. Ces mécanismes de résistance sont actuellement 

inexpliqués. 

Concernant l’étude de l’effet des basses concentrations d’O2 sur les cellules de LMC in  

vitro et  de  l’importance  de  ce  paramètre  in  vivo,  peu  de travaux  ont  jusqu’à  présent  été 

réalisés. Notre équipe a montré qu’une culture de 8 jours à 1% d’O2 de cellules CD34+ issues 

de patients atteints de LMC inhibait leur prolifération et préservait le nombre de pré-CFC, 

ainsi  que  l’expression  du  marqueur  CD34,  comparativement  à  des  cultures  à  20% d’O2 

(Desplat, 2002). La culture de ces cellules à 1% d’O2 pendant 24 heures a permis de révéler 

également une diminution de l’hyper-phosphorylation des résidus protéiques tyrosines.

Par la suite, l’équipe de P. Dello Sbarba a mis en évidence qu’une culture de 7 jours à 

0,1% d’O2 réduisait fortement le nombre de cellules viables de plusieurs lignées cellulaires de 

LMC et notamment de la K562, comparativement à des cultures à 20% d’O2 (Giuntoli, 2006). 

Le transfert des cellules issues de ces LC1 à 0,1% d’O2 vers des LC2 à 20% d’O2 a permis de 

mettre en évidence une meilleure préservation des CRC (pour mémoire, culture repopulating 
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cells) et une augmentation du nombre de CFC, par rapport aux résultats obtenus suite à une 

LC1 à 20% d’O2. Parallèlement au maintien des CRC résistantes aux faibles concentrations  
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d’O2,  cette  étude  a  montré  que  la  faible  oxygénation  permettait  de  maintenir  des  CRC 

résistantes à l’IM, non retrouvées lors de cultures à 20% d’O2,  suggérant que ces cellules 

résistantes pourraient être à l’origine de la MMR. En effet, l’étude de l’oncogène  bcr-abl a 

révélé que l’expression de la protéine BCR/Abl était  totalement inhibée lors de cultures à 

basses  concentrations  d’O2,  alors  que  la  transcription  de  bcr-abl n’était  pas  affectée  de 

manière significative. La sensibilité à l’IM et l’expression de BCR/Abl sont recouvrées lors 

du transfert des cellules cultivées en LC1 faiblement oxygénées, vers des LC2 à 20% d’O2.

Plus récemment,  de manière à déterminer si les basses concentrations d’O2 assurent, 

seules, la sélection des populations de progéniteurs de LMC résistantes à l’IM ou si celle-ci 

est  liée  à  d’autres  facteurs  environnementaux/métaboliques,  le  rôle  de  la  disponibilité  en 

glucose et du métabolisme glycolytique a été étudié, lors de cultures de cellules de patients 

atteints de LMC ou de cellules K562 en condition de faible oxygénation (Giuntoli, 2011). La 

disponibilité en glucose semble réguler l’expression de BCR/Abl dans les cellules cultivées à 

faible concentration d’O2. Elle interviendrait également dans l’équilibre entre maintien des 

progéniteurs et sélection des cellules souches, au sein de la population résistante à ces faibles 

concentrations  d’O2.  Lors de cultures à  haute densité  cellulaire  (HD),  la concentration en 

glucose atteint rapidement une valeur nulle et ce, à 20 et à 0,1% d’O2. Cette consommation est 

considérablement ralentie lors de cultures à faible densité cellulaire (LD) et l’absence totale 

de glucose n’est révélée que tardivement à 20% d’O2, puis plus tardivement encore à 0,1% 

d’O2. Ces résultats, couplés aux cinétiques de prolifération, établissent un lien direct entre la 

diminution  de  cellules  vivantes,  l’augmentation  du  pourcentage  de  cellules  mortes  et  la 

consommation  de  glucose.  Concernant  l’expression  de  BCR/Abl,  elle  est  inhibée 

consécutivement à la consommation totale du glucose dans les cultures à 0,1% d’O2. Ceci 

suggère un rôle important, mais non encore défini, de l’interaction entre la concentration en 

glucose et la concentration d’O2 sur la régulation de l’expression de BCR/Abl.
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L’objectif  principal  de  ce  stage  a  été  de  déterminer  le  positionnement  des  cellules 

leucémiques  dans  le  cycle  cellulaire  lors  de  culture  à  faibles  concentrations  d’O2,  afin 

d’établir  un lien possible entre  leur quiescence et  les différents  phénomènes  de résistance 

précédemment  décrits.  En  effet,  les  rares  travaux  dédiés  à  l’étude  de  ce  phénomène  ont 

montré  que  la  résistance  des  progéniteurs  quiescents  de  LMC  pouvait  contribuer  à  leur 

maintien chez des patients traités à l’IM et que ceux-ci pourraient être à l’origine de la MMR 

(Holtz, 2005). Cependant, ces travaux, réalisés à 20% d’O2, n’ont pas permis d’établir de liens 

directs entre la quiescence de ces cellules en condition de faible oxygénation et le maintien 

d’une population BCR/Abl-résistante. Les différentes techniques utilisées lors de ce séjour, 

ainsi que les résultats obtenus et leur analyse seront présentés dans les sections suivantes.

III.2- Matériels et méthodes 

La lignée cellulaire K562, dérivée d’une patiente de 53 ans en phase blastique, est la première 

lignée immortalisée de leucémie myéloïde humaine à avoir été établie (Lozzio, 1975). Pour 

notre étude, ces cellules non adhérentes exprimant l’oncogène  bcr-abl ont été cultivées en 

milieu  RPMI  1640  (+  FBS [10%,  v/v]  +  pénicilline  [50  unités/ml]  +  streptomycine  [50 

µg/ml], [EuroClone, Paington, UK]).  Les travaux ont été réalisés à partir de cellules en phase 

de croissance exponentielle, implantées à 3.105 (HD) ou 3.104 (LD) cellules/ml et incubées 

respectivement  pendant  7  ou  14  jours,  à  37°C  dans  une  atmosphère  saturée  en  eau  et 

contenant  0,1%  d’O2 et  5%  de  CO2 (Concept  400,  Anaerobic  Workstation,  Ruskinn 

Technology Ltd, Bridgend, UK). La viabilité des cellules et leur positionnement dans le cycle 

cellulaire  après  différentes  périodes  d’incubation  ont  été  analysés  selon  des  techniques 

précédemment décrites (cf. p.82).
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Figure 26 : Croissance de la lignée cellulaire K562 à 0,1% d’O2 en fonction de la 

concentration initiale d’implantation

Les quantités de cellules vivantes (viable cells) et mortes (dead cells) ont été déterminées lors 

de cultures de cellules K562 à 0,1% d’O2, initialement implantées à 3.105 (HD, A) ou 3.104 

(LD, B) cellules/ml. Ces cultures ont été réalisées pendant 7 et 14 jours, respectivement. Les 

valeurs  correspondent  à  la  moyenne  de  4  expériences  indépendantes  et  les  écarts  types 

calculés sont figurés par des barres d’erreur.
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Pour la détection des protéines, des lysats protéiques ont été réalisés suite au lavage des 

cellules (5.106, PBS + 100 µM Na3VO4) et à leur incubation, pendant 10 minutes à 95°C, dans 

un  tampon  Laemmli  (Tris/HCl  62.5  mM,  pH  6.8,  10%  glycérol,  0.005%  bleu  de 

bromophénol, 2% SDS). Après centrifugation (20000 g, 10 minutes, RT) et détermination de 

la  concentration  protéique  dans  les  surnageants  (méthode  BCA),  des  aliquots  (30 

µg/échantillon) ont été placés à 95°C pendant 10 minutes en présence de 2-mercaptoethanol 

(100 mM). Les protéines ont été séparées par à une électrophorèse sur gels de polyacrilamide 

(7,5  et  15%),  puis  transférées  sur  membrane  PVDF (polyvinylidene  difluoride,  Millipore 

Corporate,  Billerica,  USA). Suite à la fixation des membranes  dans un tampon OBB/PBS 

(Odyssey Blocking Buffer), celles-ci ont été incubées, « overnight » à 4°C, en présence des 

différents anticorps primaires, dilués au 1/1000e dans un tampon PBS + 0,1% Tween : anti-

phospho-c-Abl,  anti-c-Abl,  anti-phospho-Crkl,  anti-p21Cip1,  anti-p27Kip1,  anti-p57Kip2 et  anti-

GAPDH (Cell  Signaling  Technology,  Danvers,  MA, USA).  L’incubation  en présence  des 

anticorps  secondaires  (IRDye®800CW-  ou  IRDye®680-conjugated,  LI-COR® Biosciences, 

Lincoln,  NE,  U.S.A.)  a  permis  la  révélation  de  bandes  protéiques  grâce  au  système  de 

détection Odyssey Infrared Imaging System Densitometry (LI-COR®).

III.3- Résultats 

La culture de cellules K562 à 0,1% d’O2 a confirmé les résultats précédemment établis 

concernant  l’influence  des  concentrations  cellulaires  d’implantation  sur  les  cinétiques  de 

prolifération (Figure 26). En effet, lors d’une implantation à forte densité cellulaire (HD), la 

prolifération cellulaire est abolie dès le deuxième jour et le nombre de cellules retrouvées au 

bout de 7 jours est 3 fois plus faible que la quantité initialement implantée. Ce phénomène est 

également observé lorsque les cellules sont implantées à faible densité (LD). Cependant, un 

décalage dans le temps est observé par rapport à la condition HD et les quantités de cellules 

obtenues après 14 jours de culture sont similaires aux valeurs d’implantation. Dans les deux
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Figure 27 : Evolution des quantités de cellules K562 dans les phases du cycle 

cellulaire lors de culture à 0,1% d’O2

L’analyse du positionnement des cellules dans le cycle cellulaire lors de cultures à 0,1% d’O2, 

initialement  implantées  à  forte  (A)  ou  faible  (B)  densité  cellulaire  durant  7  et  14  jours 

respectivement,  a  permis  d’établir  des  ratios  entre  la  quantité  de cellules  dans  une  phase 

donnée du cycle  à un temps x et la quantité de cellules initialement retrouvées dans cette 

phase.  Les valeurs correspondent à la moyenne de 3 expériences indépendantes et les écarts 

types calculés sont figurés par des barres d’erreur.
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cas, une forte augmentation de la mortalité cellulaire est observée dès le 4 et le 7ème jour, pour 

les conditions HD et LD respectivement.

Parallèlement, le calcul des ratios entre la quantité de cellules dans une phase donnée du 

cycle cellulaire et la quantité de cellules initialement présentes dans cette phase avant culture 

montre que la quantité de cellules en phase G0 augmente, quelles que soient les conditions 

d’implantation, au cours de la culture à 0,1% d’O2 et ce malgré l’augmentation de la mortalité 

cellulaire (Figure 27). D’autre part, malgré une augmentation du nombre de cellules en phase 

S/G2/M lors du premier jour de culture dans la condition HD corrélée à l’augmentation de la 

prolifération  cellulaire,  peu  de  cellules  sont  retrouvées  dans  les  phases  actives  du  cycle 

cellulaire dès le 2ème jour d’incubation. Dans les conditions de faible densité d’implantation, 

l’augmentation du nombre de cellules en phase S/G2/M est observée jusqu’au 7ème jours de 

culture et diminue fortement durant les derniers jours de culture. Ceci est en lien direct avec 

les cinétiques de prolifération observées pour cette condition.

La réalisation de lysats protéiques, lors de cultures de 7 jours à 0,1% d’O2 et implantées 

à  forte  densité  cellulaire,  ainsi  que  l’analyse  par  Western  Blot  de  différentes  protéines 

d’intérêt  montrent  que  dans  ces  conditions  de  culture,  BCR/Abl  est  fortement  exprimée 

jusqu’au  3ème jour  et  que  son  expression  est  ensuite  abolie  dans  les  cellules  de  K562. 

L’expression de pCrkl, protéine régulée positivement par BCR/Abl, présente des variations 

similaires à BCR/Abl (Figure 28). L’analyse de protéines régulant le cycle cellulaire (p57KIP2, 

p27KIP1, p21CIP1) a également été réalisée. Il apparaît que l’expression de p57KIP2 diminue tout 

au long de la  culture,  de manière  identique  à p27KIP1 ;  cependant,  un niveau d’expression 

résiduel est retrouvé pour cette dernière après 7 jours d’incubation. Il apparaît également que 

l’expression de p21CIP1 augmente dès le 2ème jour de culture et ce jusqu’à la fin de la période 

d’incubation à 0,1% d’O2. L’ensemble de ces résultats préliminaires, non figurés ici, doit être 

reproduit afin de confirmer notre analyse.
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Figure 28 :  Evolution des quantités protéiques de BCR/Abl,  Abl et  pCrkl en 

fonction de la durée d’incubation des cellules K562 à 0,1% d’O2

Les  lysats  protéiques  ont  été  réalisés,  chaque  24  heures,  lors  de  cultures  de  7  jours, 

initialement  implantées  à  3.105 cellules/ml  (condition  HD).  La  protéine  pCrkl  est  utilisée 

comme témoin positif de l’expression de BCR/Abl et la GAPDH comme témoin de charge, du 

fait de l’invariance de son expression lors de cultures à basse concentration d’O2.



Résultats - Effets des basses concentrations d’O2 sur la quiescence des CSH leucémiques

Enfin,  l’influence  de  nouveaux  ITK,  favorisant  l’apoptose  des  cellules  de  lignées 

leucémiques  de manière  synergique  en combinaison avec l’IM à 20% d’O2 (résultats  non 

publiés), sur la résistance des populations leucémiques primitives a également été explorée 

lors de cultures à 0,1% d’O2. Pour cela, trois agents ont été testés sur les cellules de la lignée 

K562 - l’ABT-737, l’ABT-263 et l’obatoclax mésylate - combinés ou non à l’IM. Cependant, 

les premières expériences de mise au point n’ont pas permis d’observer, en comparaison avec 

les résultats  obtenus par traitement  avec l’IM seule,  de différences significatives en terme 

d’augmentation synergique de l’apoptose, de modification des profils de positionnement dans 

le cycle cellulaire ou de maintien de la capacité des cellules à repeupler des cultures liquides 

secondaires et ne seront donc pas présentés ici.

III.4- Discussions et perspectives

Les  résultats  obtenus  durant  ce  stage  ont  d’abord  confirmé  les  résultats  du  groupe 

concernant notamment les cinétiques de prolifération des cellules K562, lors de cultures à 

0,1% d’O2 (Giuntoli,  2006).  Ces faibles  concentrations d’O2 assurent ainsi  la sélection de 

progéniteurs résistants, doués d’une capacité CRC. Nous avons pu mettre en évidence que 

cette  sélection  était  couplée,  d’une  part,  à  l’apoptose  des  cellules  sensibles  aux  faibles 

concentrations d’O2 et d’autre part à l’inhibition de l’expression de BCR-Abl. J’ai montré que 

la culture à faible concentration d’O2 augmente le nombre de cellules en G0 comme pour les 

cellules CD34+ de LRF. Cependant, ces résultats ne permettent pas de savoir si le retour en 

quiescence  de  ces  cellules  est  lié  uniquement  aux  faibles  concentrations  d’O2,  ou  si  la 

modulation de certains gènes cibles de BCR-Abl intervient dans ce mécanisme. D’autre part, 

les précédents résultats  de l’équipe montrent l’importance de la consommation de glucose 

dans  ces  phénomènes  de  sélection  de  progéniteurs  résistants  à  l’IM  et  aux  faibles 

concentrations d’O2 (Giuntoli, 2011). Les liens entre la résistance, la quiescence, la chute du 

niveau protéique de BCR-Abl et le métabolisme glycolytique restent à étudier.
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Dans cette optique, des travaux préliminaires, réalisés dès mon retour à Bordeaux et non 

présentés ici, ont déjà montré que les cellules cultivées à 0,1% d’O2 consommaient 4 fois plus 

de glucose qu’à 20% d’O2, avec une augmentation en parallèle des taux de lactate.

Compte tenu de ces résultats, nous avons émis l’hypothèse que la sélection des cellules 

de LMC résistantes résulte de plusieurs phénomènes successifs et/ou associés :

1- les basses concentrations d’O2 entraînent l’apoptose rapide d’un nombre important de 

cellules, correspondant à des progéniteurs engagés (Tanturli, 2011),

2- la carence en glucose, qui accélère l’entrée en G0 des cellules primitives, capables de 

repeupler des cultures secondaires à 20% d’O2 et ainsi protégées par ce retour en quiescence,

3- les molécules produites lors du catabolisme du glucose (notamment l’acide lactique) 

et/ou la diminution du pH.

La comparaison des cinétiques d’entrée en quiescence des cellules CD34+ normales et 

des cellules leucémiques K562 montre des différences importantes : une quiescence rapide 

des CD34+ normales, corrélée à des concentrations de glucose élevées dans le milieu en fin de 

culture et une quiescence plus lente des cellules K562, qui semble être liée à la diminution de 

la concentration  en glucose.  Cela  nous a amené à émettre  l’hypothèse  suivante :  pour les 

cellules normales, seule la faible oxygénation interviendrait dans les phénomènes de sélection 

de populations résistantes ; alors que dans le cas des cellules K562, l’expression de BCR/Abl 

et l’hyperphosphorylation de certaines protéines cibles importantes pour la prolifération et le 

métabolisme,  permettraient  de  maintenir  une  croissance  cellulaire,  même  à  très  basse 

concentration d’O2 d’où le faible retour en G0 observé durant les phases précoces de culture. 

La carence en glucose serait responsable de l’extinction de la protéine BCR-Abl et donc du 

stimulus prolifératif  et  favoriserait  ainsi  le retour en quiescence et la survie cellulaire.  De 

nouvelles  études  sont  indispensables  pour  comprendre  ces  phénomènes  et  confirmer  ou 

infirmer les hypothèses formulées.
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Comprendre  les  mécanismes  moléculaires  et  environnementaux  intervenant  en 

condition physiologique dans la régulation des cellules souches hématopoïétiques humaines 

normales apparaît actuellement comme un des enjeux essentiels à une utilisation optimale de 

ces  cellules  ex  vivo,  notamment  lors  de  l’élaboration  de  protocles  cliniques  à  but 

thérapeutique.  Dans  cette  optique,  il  devient  indispensable  de  considérer  le  rôle  et 

l’importance de chacun des paramètres constituant le microenvironnement de ces cellules. 

C’est pourquoi notre laboratoire s’intéresse plus particulièrement aux faibles concentrations 

d’O2 et à l’étude de leurs effets sur la biologie des CSH.

Ainsi, au sein de cette équipe, les travaux réalisés durant ces trois années de thèse en 

lien avec l’effet des faibles concentrations d’O2 sur les cellules CD34+ de sang périphérique 

en condition d’homéostasie, ont permis d’établir ou de suggérer plusieurs points importants 

synthétisés ici :

- les filtres de leucoréduction, quotidiennement éliminés par les centres de transfusion 

suite à la préparation de concentrés de globules rouges, représentent une source potentielle de 

cellules CD34+ utilisables à des fins de recherche. En effet, nous avons pu montrer que les 

quantités obtenues à partir d’un seul filtre et la possibilité de coupler plusieurs échantillons 

étaient  adaptées  à  nos  travaux.  De  plus,  l’analyse  phénotypique  et  fonctionnelle  de  ces 

cellules  a  permis  leur  validation  en  tant  que  modèle  d’étude  pour  l’hématopoïèse,  en 

comparaison avec d’autres sources plus conventionnelles. 

-  La  culture  des  cellules  CD34+ issues  de  LRF  dans  des  conditions  de  très  faible 

oxygénation (0,1% d’O2) a permis de confirmer des résultats précédemment obtenus par notre 

groupe (Hermitte,  2006) et  d’étendre ces conclusions,  concernant  les durées de culture  in  

vitro et le type de cellules utilisées. Ainsi, ces cellules, retrouvées physiologiquement dans le 

sang
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périphérique en condition d’homéostasie et peu caractérisée dans la littérature,  ont pu être 

maintenues lors de cultures 0,1% d’O2.

Ainsi, depuis plusieurs années mon laboratoire d’accueil, en collaboration avec d’autres 

équipes, cherche à caractériser et à reproduire en culture l’effet d’un de ces paramêtres, la 

faible disponibilité en oxygène, considérée comme un des facteurs majeurs intervenant dans la 

régulation des CSH  in vivo.  Le choix des conditions de faible  oxygénation utilisées  a été 

orienté vers celles celles mimant au plus près la réalité physiologique. Des études ont en effet 

établi que les CSH résidaient, majoritairement, dans des structures spécifiques au sein de la 

moelle  osseuse présentant  de très faibles  teneurs  en O2  (Cipolleschi,  1993 ;  Chow, 2001 ; 

Parmar, 2007). Plusieurs théories s’affrontent sur les valeurs d’O2 réellement retrouvées dans 

ces niches. En effet, leur proximité possible avec des capillaires sanguins laisserait croire à 

une disponibilité plus ou moins élevée de l’O2 au sein de ces structures. Cependant, aucune 

étude  n’a  encore  permi  de  mesurer  les  valeurs  physiologiques  exactes  d‘O2 réellement 

disponibles pour ces cellules et les différents résultats du laboratoire et de la littérature sont 

majoritairement en acord avec un rôle bénéfique de ces faibles concentrations d’O2 sur la 

biologie  des  CSH,  qui  conforterait  l’existence  de  telles  concentrations  en  condition 

d’homéostasie.

Dès  mon  arrivée  au  laboratoire,  le  choix  des  très  faibles  concentrations  d’O2 a  été 

motivé par les résultats de F. Hermitte (Hermitte, 2006) obtenus lors d’études portant sur des 

cellules de sang de cordon. De manière à compléter et étendre ces résultats, plusieurs objectifs 

ont  été  fixés  en  lien  avec  ces  précédents  travaux.  Nous  proposons  de  revenir  ici  sur  les 

données importantes établies lors de mes travaux de recherche.
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Tout d’abord, nous avons cherché à remédier au problème contraignant de disponibilité 

et d’accès à des sources de CSH humaines utilisables à des fins de recherche. Suite à des 

travaux précédents, ayant montré la récupération possible de cellules CD34+, les filtres de 

leucoréduction sont apparus être l’alternative possible à ces problèmes d’approvisionnement. 

Cependant, le traitement de ces filtres était difficilement adaptable à des protocoles de routine 

au laboratoire, du fait des grands volumes utilisés pour l’élution des cellules. Nous avons ainsi 

cherché à développer et optimiser une procédure rapide et simple à mettre en œuvre pour la 

récupération de cellules CD34+ de sang périphérique en condition d’homéostasie. Les larges 

quantités de cellules obtenues et les taux de pureté adaptés à nos travaux ont fait de cette 

méthode  de  purification  un  élément  clé  de  ma  thèse.  L’utilisation  de  ces  filtres  de 

leucoréduction  ouvre  également  des  possibilités  réelles,  mais  encore  peu  exploitées, 

concernant  leur  utilisation  lors  du  développement  de  protocoles  destinés  à  la  thérapie 

cellulaire.  En  effet,  aux  quantités  importantes  de  cellules  obtenues  et  validées 

fonctionnellement,  s’ajoute  le  fait  essentiel  que  des  CSH  soient  présentes  dans  cette 

population  cellulaire  et  bien  qu’elles  soient  facilement  récupérables  et  adaptées  à  des 

protocoles de recherche expérimentale, leur utilisation en recherche clinique reste à ce jour 

inexistante.

Ainsi,  l’accès  illimité  à  cette  source,  la  facilité  technique  et  ethique  d’extraction,  la 

validation  fonctionnele  des  cellules  CD34+ purifiées  et  leur  nombre  important  font  de ce 

matériel une cible thérapeutique potentielle. Pour conclure, cette partie technique dédiée au 

développement  d’un  protocole  standardisé  et  optimisé  correpondait  parfaitement  à  une 

application directe de ma formation d’ingénieur.

En aval de ces travaux, la culture des cellules CD34+ purifiées à partir des LRFs dans 

des conditions de très faible oxygénation (0,1% d’O2) a permis de confirmer les résultats 
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précédemment établis par notre groupe et d’étendre ces conclusions, concernant les durées de 

culture in vitro et le type de cellules utilisés. Ainsi, ces cellules, retrouvées physiologiquement 

dans le sang périphérique en condition d’homéostasie et peu caractérisées dans la littérature, 

ont pu être maintenues lors de cultures à 0,1% d’O2.  De plus, nous avons pu observer le 

maintien  d’une  population  résistante  aux  faibles  conditions  d’oxygénation,  quiescente  et 

capable de reconstituer une hématopoïèse dans des animaux receveurs.

Suite à l’établissement d’une collaboration entre l’Univerité  de Bordeaux Segalen et 

l’Université de Florence, l’étude de cellules issues d’une lignée leucémique (K562) a permis 

de mettre en évidence un retour en G0 de ces cellules, lors de cultures prolongées à 0,1% 

d’O2.  De  plus,  cette  étude  nous  a  apporté  des  informations  potentiellement  exploitables 

concernant  la  résisstance  de  cette  lignée  leucémique  en  lien  avec  la  carence  en  glucose, 

phénomène non observé chez des cellules normales cultivées dans les mêmes conditions. Ces 

différences de réponse à l’O2, mais également à certains acteurs métaboliqus essentiels à la 

survie  cellulaire,  sont  intéressantes,  car  elles  pourraient  constituer  une  éventuelle  cible 

thérapeutique pour l’éradication des cellules souches leucémiques des LMC, qui reste enore à 

ce jour un point non résolu.

L’oxygène comme paramètre d’étude s’est inscrit dans la thématique du laboratoire qui 

étudie ce facteur depuis plus de 15 ans. Le choix d’une très faible concentration d’O2 (0,1%) a 

eu pour but de correspondre au mieux avec la réalité physiologique, ce paramètre étant peu 

pris en compte dans la majorité des cas et devait permettre d’apporter des réponses lors de 

cultures  plus  longues  que  celles  déjà  réalisées  par  notre  équipe.  En  plus  de  renforcer 

l’importance  de  l’influence  des  très  faibles  concentrations  d’O2 dans  les  niches 

hématopoïétiques, l’objectif était d’apporter des solutions à l’établissement de protocoles de 

conservation des cellules primitives à but thérapeutique. Une des questions soulevées par ces 
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travaux consiste à savoir quels sont les mécanismes intervenant dans la survie de ces cellules 

lors de leur  culture  en condition de faible  oxygénation.  Dans cette  optique,  les travaux à 

réaliser  permettront  d’établir  un éventuel  rôle  majeur  du métabolisme  énergétique  de  ces 

cellules.  Les  modalités  d’analyse  seront  basées  essentiellement  sur  l’inhibition  des  voies 

majeures de production d’énergie.  L’intérêt à plus long terme est d’être capable de favoriser 

certaines  voies  métaboliques  lors  de  culture  afin  d’augmenter  la  préservation  et 

l’amplification des cellules les plus primitives. La comparaison des mécanismes mis en jeu, 

lors  de  cultures  à  faible  concentration  d’O2,  par  les  cellules  leucémiques  et  les  cellules 

normales  doit permettre d’apporter  des réponses quant à des différences de comportement 

exploitables pour la mise au point de thérapies ciblées.

Les travaux concernant l’étude de ces mécanismes sont encore au stade préliminaire, 

cependant une poursuite de 12 à 18 mois ayant été envisagée en collaboration avec l’EFS doit 

me permettre d’une part de consolider nos connaissances sur ces phénomènes, de finaliser le 

manuscrit en cours de rédaction. Cette période doit aussi permettre de revenir sur la mise au 

point des combinaisons cytokiniques dont certaines,  déjà étudiées au cours de cette  thèse, 

doivent être optimisées et adaptés à d’éventuels protocoles d’expansion clinique.

Pour  conclure  l’ensemble  de ces  travaux,  il  apparaît  que certaines  questions  restent 

encore non abordées, bien que les réponses apportées permettraient de mieux comprendre la 

biologie des CSH et permettraient d’utiliser les mécanismes mis en évidence pour leur culture 

et leur expansion ex vivo : pourquoi des CSH sont-elles retrouvées physiologiquement dans le 

sang  périphérique  en  condition  d’homéostasie,  quels  sont  leurs  rôles  et  leur  devenir ? 

Pourquoi  ces  cellules  présentent  une meilleure  capacité  de  reconstitution  hématopoïétique 

après une période de culture, même brève ?
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Annexe 1 - Facteurs de transcription et régulation des CSH

- Les facteurs de croissance intervenant dans l’auto-renouvellement et la quiescence des CSH 

Ces  processus  sont  régulés  par  un  grand  nombre  de  facteurs  de  transcription  et  de 

facteurs de transduction. Notons ici les facteurs les plus importants :

- Gfi-1 (Growth Factor Independant 1) est un facteur de transcription à doigt de zinc impliqué 

dans  l’auto-renouvellement  des  CSH  en  maîtrisant  leur  potentiel  de  prolifération  (Hock, 

2004a ; Zeng, 2004). Il agit en amont de la régulation dépendante de p21 et joue également un 

rôle important dans la reconstitution hématopoïétique à long terme des CSH.

-  Plusieurs  membres  de  la  famille  des  gènes  homéotiques  HOX interviennent  lors  de 

l’hématopoïèse.  HoxB4 régule  positivement  l’auto-renouvellement  des  CSH  (Amsellem, 

2003) et les protéines HOXA9 et HOXA10 sont également régulatrice du maintien des CSH 

et  de  leur  capacité  de  reconstitution  hématopoïétique  à  long  terme  (Sauvageau,  1994 ; 

Magnusson, 2007).

-  Tel/Etv6 (Translocation  Ets  Leukemia/Ets  variant  gene  6)  appartient  à  la  famille  des 

facteurs de transcription Ets. Bien que son inactivation conditionnelle provoque une perte des 

CSH dans la moelle osseuse, sans influer l’engagement des progéniteurs, les mécanismes de 

contrôle  de l’auto-renouvellement  des CSH par ce facteur  restent  encore inconnus (Hock, 

2004b).

- Pten (Phosphatase and Tension homolog deleted on chromosome ten) est un transducteur de 

signal, suppresseur de tumeur, impliqué dans la régulation positive de l’auto-renouvellement 

des  CSH.  Les  CSH  déficientes  pour  Pten  sont  incapables  d’assurer  une  reconstitution 

hématopoïétique à long terme (Yilmaz, 2006 ; Zhang, 2006b).

- la famille des protéines  polycomb est également essentielle dans la régulation de l’auto-

renouvellement  et  de la  quiescence  des  CSH.  Trois  membres  du  complexe  PRC1,  Bmi1, 

Mel18 et Rae28, sont plus particulièrement impliqués. Une délétion de Bmi1 diminue 
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fortement le nombre de CSH qui perdent rapidement leur potentiel de repopulation in vivo. Au 

contraire sa surexpression dans des cellules CD34+ augmente l’auto-renouvellement des CSH 

et  leur  maintien  à  long terme  (Park,  2003 ;  Iwama,  2004).  De la  même  manière,  Rae28 

favorise l’auto-renouvellement des CSH et leur capacité de greffe à long terme (Kim, 2004). 

A l’inverse, Mel18 régule négativement leur auto-renouvellement (Kajiume, 2004).

- GATA-2 est un facteur de transcription appartenant à la famille GATA. Bien que son rôle 

dans l’hématopoïèse soit ambigu, il semble impliqué dans la régulation du cycle cellulaire et 

dans le maintien en quiescence des CSH (Tipping, 2009).

- Les FoxO (FoxO1, FoxO3 et FoxO4) appartiennent à la famille des protéines Fox (Forkhead 

box). Elles assurent le maintien des CSH en quiescence en inhibant leur entrée en cycle et leur 

survie à un stress oxydatif.  Une triple délétion de ces protéines entraîne l’augmentation de 

l’entrée en cycle et de l’apoptose des CSH (Miyamoto, 2007 ; Tothova, 2007).

- Mef (ou ELF4) appartient également à la famille des facteurs de transcription Ets et régule 

négativement  la  quiescence  des  CSH  en  favorisant  leur  entrée  dans  le  cycle  cellulaire 

(Lacorazza, 2006).

- Runx1 (Runt-related transcription factor 1) ou AML1 (Acute Myeloid Leukemia 1) régule 

également négativement la quiescence (Ichikawa, 2008). Toute dérégulation de ce facteur de 

transcription est à l’origine de pathologies. Le gène codant pour Runx1 est ainsi fréquemment 

retrouvé muté dans les leucémies humaines (Wang, 2010).

- Les facteurs de croissance intervenant dans les premiers stades de l’engagement

Plusieurs  facteurs  ont  été  identifiés  comme  régulateurs  des  processus  d’engagement 

dans les voies myéloïdes et lymphoïdes. Notons ici les plus caractéristiques :

-  PU.1 intervient dans l’engagement des deux lignages lymphoïde et myéloïde, sa délétion 

entraîne une chute du nombre des CMP, GMP et des CLP (Dakic, 2005 ; Iwasaki, 2005).
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-  Gata-1  régule  la  différenciation  vers  le  lignage  myéloïde  et  une  augmentation  de  son 

expression favorise la différenciation vers les CMP (Orkin, 1998 ; Rekhtman, 1999). Gata-1 

et PU.1 interagissent physiquement et se régulent négativement.

- Ikaros est impliqué dans l’engagement vers le lignage lymphoïde (Yoshida, 2006).

- SCL (Stem Cell Leukemia) ou Tal1, dont l’expression favorise la différenciation myéloïde 

sans affecter les propriétés d’auto-renouvellement des cellules immatures (Kunisato, 2004).
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Annexe 2 : Sélection de conditions cytokiniques permettant le maintien et 

l’amplification  des  populations  hématopoïétiques  primitives  lors  de 

cultures à 0,1% d’O2

Pour notre étude, les cellules CD34+ issues de LRF ont été cultivées à 20 ou 0,1% d’O2 

et différentes combinaisons cytokiniques ont été réalisées afin d’évaluer leur influence sur le 

maintien et/ou l’amplification des cellules primitives (Tableau A1). Pour chaque condition 

cytokinique testée, des cultures primaires (LC1) ont été réalisées à 20 et 0,1% d’O2 durant 7, 

10  ou  14  jours,  afin  d’étudier  l’influence  des  temps  de  culture  sur  ces  phénomènes  de 

maintien et/ou d’expansion.

Consécutivement à ces LC1, des cultures secondaires (LC2) de 14 jours ont été réalisées 

dans des conditions de culture identiques entre elles et dans un milieu permettant aux pré-

CFC et aux progéniteurs primitifs de donner naissance à des CFC identifiables et comptables 

après culture en milieu semi-solide. Ces dernières ont été effectuées à toutes les étapes de ce 

processus (T0, fin de LC1, fin de LC2) et, après comptage des colonies, des taux d’expansion 

ont été calculés selon le ratio entre (nombre de colonies/ml)Tx et (nombre de colonies)T0. Afin 

de déterminer quelles conditions de culture étaient les plus favorables à un maintien et/ou une 

expansion des populations hématopoïétiques primitives, une échelle arbitraire a été établie.

La comparaison des taux d’expansion a tout d’abord permis de mettre en évidence que 

les temps de cultures réalisés lors des LC1 influençaient fortement sur les taux obtenus et que 

les durées plus courtes donnaient majoritairement de meilleurs résultats. De plus, nous avons 

pu observer qu’en terme d’expansion totale, les LC1 réalisées à 20% d’O2 favorisaient dans 

tous les cas une meilleure expansion des cellules primitives, comparativement aux cultures 

réalisées à 0,1% d’O2. La comparaison des cinétiques d’expansion au cours des différentes 

étapes du processus, calculées comme le ratio entre (nombre de colonies/ml)LC2 et (nombre de 

colonies)LC1, montre cependant que, comparativement aux cultures réalisées à 20% d’O2, les 
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cultures à  0,1% d’O2 favorisent  le  maintien  de populations  plus  primitives.  En effet,  ces 

populations sont à l’origine d’une meilleure expansion lors des étapes tardives du processus 

(LC2) et cette expansion n’est plus observée consécutivement aux LC1 réalisées à 20% d’O2. 

Enfin, certaines combinaisons cytokiniques et notamment l’IL-3 (10 ng/ml) et le  SCF (100 

ng/ml) + TPO (10 ng/ml) ont montré des taux et des cinétiques d’expansion favorables et ont 

ainsi été sélectionnées pour la suite de nos travaux.
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Riassunto

Ottenere  un  elevato  numero  di  cellule  staminali  ematopoietiche  (CSE)  è  una  sfida 
importante per lo sviluppo di protocolli per la terapia cellulare delle neoplasie. L'espansione 
ex vivo di queste cellule coinvolge diversi attori (citochine, ambiente), specialmente le basse 
concentrazioni di ossigeno (O2), che riflettono le condizioni fisiologiche trovate nelle strutture 
specifiche del midollo osseo, dove risiedono le CSE e che il nostro gruppo ha studiato per 
diversi anni. Gli effetti benefici di basse concentrazioni di O2 sul mantenimento di cellule 
staminali sono ormai ben descritti in colture breve di cellule di midollo osseo, di sangue del 
cordone ombelicale  o mobilitate  nel sangue.  Abbiamo cercato di  confermare ed estendere 
questi risultati a delle cellule scarsamente studiate, le cellule staminali presente nel sangue 
periferico  in  situazione  di  omeostasi  (CSSP-H).  Queste  cellule,  infatti,  rappresentano una 
potenziale source di cellule staminali per l’uso terapeutico, a causa della loro disponibilità e 
della  loro  facilità  di  accesso.  Il  nostro  lavoro  ci  ha  permesso  di  creare  e  ottimizzare  un 
protocollo,  veloce  e  semplice,  di  purificazione  di  cellule  CD34+ usando  dei  filtri  da 
leucoriduzione (LRF). La quantità e la purezza di queste cellule, adattate alla continuazione 
dei nostri lavori, e la loro validazione funzionale ci hanno permesso di usarle come modello 
per studiare gli effetti delle culture di 7 giorni a molto bassa concentrazione di O2 (0,1%). La 
determinazione delle  combinazioni  di citochine coinvolte  nel mantenimento e l'espansione 
delle cellule primitive ha mostrato un ruolo benefico del IL-3 e dello SCF accoppiato con il 
TPO. Queste condizioni di coltura hanno evidenziato, rispetto a culture eseguite a 20% di O2, 
il  ruolo  delle  basse  concentrazioni  di  O2 nel  mantenimento  di  cellule  quiescenti, 
indifferenziate, che non si dividono o poco e in grado di ricostruire ematopoiesi dopo il loro 
trapianto in topi NOG. I meccanismi metabolici e molecolari coinvolti in questi processi sono, 
tuttavia, ancora da stabilire.



Résumé

L’obtention d’un nombre élevé de cellules souches hématopoïétiques (CSH) représente 
un enjeu majeur pour le développement de protocoles de thérapies cellulaires d’hémopathies 
ou de  tumeurs  solides.  L’expansion  ex  vivo de  ces  cellules  met  en  jeu différents  acteurs 
(cytokiniques,  environnementaux)  et  notamment les  basses concentrations  d’oxygène (O2), 
qui reflètent des conditions physiologiques retrouvées au sein de structures spécifiques de la 
moelle osseuse où résident les CSH et auxquelles notre équipe s’intéresse depuis plusieurs 
années. Les effets bénéfiques de ces basses concentrations d’O2 sur le maintien des CSH sont 
actuellement  bien  établis  lors  de  courtes  cultures  de  cellules  de  moelle  osseuse,  de  sang 
placentaire  ou mobilisées  dans le  sang.  Nous avons cherché à  confirmer  et  à étendre ces 
résultats à des cellules peu étudiées, les cellules souches de sang périphérique en situation 
d’homéostasie (CSSP-H). Ces cellules représentent en effet une source possible de CSH à 
usage thérapeutique, du fait de leur disponibilité et de leur facilité d’accès. Nos travaux ont 
permis  d’établir  et  d’optimiser  un protocole,  rapide  et  simple,  de purification  de cellules 
CD34+ à partir de filtres de leucoréduction (LRF). La quantité et la pureté de ces cellules 
adaptées à la poursuite de nos travaux, ainsi que leur validation fonctionnelle, nous ont permis 
de les utiliser comme modèle pour l’étude des effets de cultures de 7 jours très faiblement 
oxygénées (0,1% d’O2). La détermination de combinaisons cytokiniques assurant le maintien 
et l’expansion des cellules primitives a révélé un rôle bénéfique de l’IL-3 et du SCF couplé à 
la TPO. Ces conditions  de culture  ont  permis  de révéler,  comparativement  à des cultures 
réalisées  à  20% d’O2,  le  rôle  majeur  des faibles  concentrations  d’O2 dans  le  maintien  de 
cellules quiescentes, indifférenciées, ne se divisant pas ou très peu et capables de reconstituer 
une hématopoïèse, suite à leur injection dans des souris NOG. Les mécanismes moléculaires 
et métaboliques intervenant dans ces processus restent, cependant, encore à établir. 

 

Abstract

Obtaining a high number of hematopoietic stem cells (HSCs) is a major challenge for 
developing cell therapies for blood diseases. Ex vivo expansion of HSCs involves various 
factors (cytokines, environment), including low oxygen (O2) concentrations, that reflect the 
physiological conditions found in specific structures of the bone marrow where HSCs reside. 
Our team is interested with the study of these low O2 levels for several years and their 
beneficial effects are currently well established during short-term cultures of cells from bone 
marrow, cord blood or mobilized in the blood. We sought to confirm and extend these results 
to poorly studied cells: stem cells from steady state peripheral blood (SSPB). Indeed, these 
cells represent a possible HSCs source devoted to the therapeutic use, because of their 
availability and their easy access. Our work has led to the establishment and the optimisation 
of a procedure, rapid and easy to set up, for CD34+ cells purification from leukoreduction 
filters (LRFs). The cell quantities and purities, adapted to our further work, together with their 
functional validation, led us to use these cells as a model for 7-days in vitro cultures 
performed at very low O2 concentration (0.1%). Cytokine combination assays, allowing the 
maintenance and the expansion of primitive cells, have revealed a beneficial influence of IL-3 
or SCF + TPO additions. These cultures have revealed, comparatively to those performed at 
20% O2, a major role of the very low O2 concentrations in the maintenance of quiescent and 
undifferentiated cells, showing an un- or low-cycling status and able to reconstitute 
hematopoiesis, consecutively to their injection into NOG mice. However, the molecular and 
metabolic mechanisms involved in these processes remain unknown.
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