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Résumé

L’érythropoigse est un mécanisme complexe responsable de la formation des érythrocytes
a partir des cellules souches hématopoiétiques. Notre équipe a précédemment montré que
I’hyperthermie légére favorise I’expansion et accéleére la différenciation des cellules
mégacaryocytes en culture. Le but de mes travaux était de caractériser les effets de
I’hyperthermie légere sur les autres voies de différenciation myéloides (cellules
érythroides, granulocytes et monocytes) et d’identifier les mécanismes d’action
responsables des effets observés sur I’érythropoiese. Nous montrons que 1’hyperthermie
légeére permet un accroissement de |I’expansion sur la majorité des lignées testées et
accélere leur différenciation et maturation. De plus, nos résultats montrent que
I’hyperthermie 1égére favorise une entrée rapide des cellules CD34" quiescentes en cycle
cellulaire et augmente I’expression de plusieurs protéines de choc thermique. En
conclusion, nos résultats suggérent que les effets observés de I’hyperthermie légeére sur
I’érythropoiése sont en partie dus a I’activation de plusieurs sentiers de signalisation

intracellulaire ainsi que du facteur proérythrocytaire GATA-1.
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1. Introduction

1.1. Importance des cellules souches hématopoiétiques (CSHs)

Depuis la nuit des temps, 1’€tre humain a toujours été a la recherche de nouveaux moyens
de prévenir et de traiter les maladies qui [Daffligent. Par leur capacité
d’autorenouvellement et de différenciation, les CSHs représentent le premier succes de la
médecine régénératrice. Des lors, ces cellules sont utilisées en clinique pour le traitement

de certaines maladies telles que la leucémie.

Par ailleurs, le sang de cordon (SC) ombilical qui a longtemps été considéré comme un
déchet biologique est maintenant reconnu comme une source trés riche en CSHs. Ceci
ouvre des nouveaux espoirs non seulement pour la thérapie clinique, mais aussi aux

patients souffrant de certains types de cancer.

En outre, de nos jours, une multiplication de nouveaux cas de cancer, de I’infection par le
virus d’immunodéficience humaine (VIH) et autres maladies, est observée. De ce fait, la
demande de transplantation de CSHs prend plus d’ampleur. Ainsi, elles attirent
I’attention de plusieurs études pour mieux comprendre leur différenciation, survie et
prolifération. D’ol 'intérét du présent projet, qui apportera de nouvelles avenues a la
compréhension de la différenciation et la prolifération des CSHs issues du SC ombilical

en condition d’hyperthermie légére (39 °C).

Les résultats présentés dans ce projet ouvrent des nouvelles pistes permettant la
génération des globules rouges a partir des cellules souches CD34" issues du SC
ombilical, qui d’un autre c6té ouvriront de nouvelles sources pour répondre au besoin

transfusionnel grandissant.

1.2. Hématopoiese
L’hématopoiese est ’ensemble des mécanismes assurant le remplacement continu et
régulé des différentes cellules sanguines. Toutes les cellules du sang proviennent d’une

seule population de cellule connue sous le nom de CSH.




Dans le systéme hématopoiétique, les cellules souches sont hétérogenes a 1'égard de leur
capacité a se renouveler. En effet, le progéniteur pluripotent constitue 0.05 % de cellule
de la moelle osseuse et peut se diviser en trois populations différentes : CSHs a long
terme d'autorenouvellement (longterm self-renewing), CSHs a court terme
d’autorenouvellement (short-term self-renewing), et le progéniteur multipotent sans
capacité de renouvellement détectable [1, 2]. Une fois la différenciation activée (Fig.
1.1), la CSH peut former deux populations de progéniteurs distinctes; soit une cellule
progénitrice lymphoide commune (CLP: Common Lymphoid Progenitor), et/ou une
cellule progénitrice myéloide commune (CMP : Common Myeloid Progenitor).

Les cellules progénitrices lymphoides communes peuvent se différencier soit en cellules
B, en cellules T et/ou en cellules Natural killer (NK). Quant aux progéniteurs communs
myéloides, elles générent les progéniteurs des globules rouges du sang (érythrocytes), de
la plupart des différentes cellules blanches du sang (neutrophiles, éosinophiles,
basophiles, monocytes, mastocytes), ainsi que des mégacaryocytes (MKs) qui sont
responsables de la production de plaquettes (Fig.1.1) [3]. Les différentes cellules
différenci€ées assurent un role spécifique dans 1’organisme, dans cette section nos
discussions porteront sur les cellules de la lignée myéloide.

En premier lieu, les globules rouges assument le role de transporter I’oxygeéne des
poumons vers tous les tissus, les cellules blanches quant i elles interviennent entre autres
dans la phagocytose des microorganismes en cas d’infection (a noter que leur fonction ne
se limite pas a la phagocytose), et finalement les plaquettes jouent un réle important dans

le maintien de I'némostase [4].

Chez I’homme la grande majorité des CSHs expriment I’antigéne de surface CD34. Elles
n’expriment pas les antigénes de surfaces spécifiques des cellules différenciées (Lin),
n’expriment pas I’antigéne CD38 comme chez la souris, mais expriment c-kit (récepteur
du stem cell factor (SCF)) et Thyl1[5]. Finalement, I’engagement du progéniteur dépend
de I’acquisition d’une sensibilité a des facteurs de croissance particuliers ou cytokines

(voir section 1.2.1) [4].
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Figure 1.1: Hématopoiése chez I’homme
De la CSH a long terme d’autorenouvellement aux cellules différenciées du sang.

Image tirée des travaux de Tannishtha et coll.[6].
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1.2.1. Régulation de ’hématopoieése

L’hématopoiése doit étre parfaitement contrdlée afin que chaque élément du sang soit
produit en quantité et en temps voulu. Une perte de la régulation des CSHs a se
différencier ou a s’autorenouveler peut engendrer des problémes sérieux tels que la

leucémie ou I’anémie pour ne mentionner que ces deux dysfonctionnements.

L’hématopoiese est étroitement régulée par la combinaison de facteurs extrinséques et
intrinséques. Ainsi, en premier lieu, on retrouve entre autres, les cytokines qui sont aussi
appelées facteurs de croissance et le micro-environnement (formé des cellules
fibroblastes, cellules endothéliales et de la matrice extracellulaire). Deuxiémement, on
retrouve les facteurs de transcription tels que HOXB4 et GATA-1 [7]. Chacun de ces
éléments assure également des roles spéciaux et trés importants dans I’organisme, pour
permettre ainsi une régulation hautement contrélée. Tout d’abord, la matrice
extracellulaire joue un rdle important dans le soutien structural, 1’adhérence, le
mouvement et la régulation de la cellule. Cette matrice est formée entre autres, des
protéines telles que le collagéne, la fibronectine, la réticuline, la thrombospondine et la
laminine [8]. Un certain nombre de molécules d’adhésion, incluant les intégrines et les
sélectines sont exprimées a la surface des cellules hématopoiétiques. Quant aux
cytokines, ce sont des molécules régulatrices, leurs liaisons a des récepteurs
transmembranaires spécifiques présents sur la membrane des cellules cibles permettent de
déclencher la transduction de signal. Ainsi, elles assurent un rdle important dans la
régulation des différentes populations hématopoiétiques (par exemple, une augmentation
de la production des cellules érythroblastes par 1’érythropoiétine (EPO), se produit suite 4
une diminution des niveaux de globules rouges causée par 1’hypoxie) en stimulant
I’activation, la prolifération, et/ou la différenciation des CSHs et autres progéniteurs [9].
De ce fait, elles sont aussi nécessaires pour la survie et la maturation des CSHs en culture
ex vivo [4].

Par ailleurs, I’entrée en cycle des CSHs se fait grice au SCF. Ce dernier est produit par
les cellules stromales dans la moelle osseuse. La liaison de SCF a son récepteur c-kit (qui

fait partie de la superfamille de récepteur a activité tyrosine kinase) déclenche I’activation
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de la voie de signalisation Ras/MAPK (Mitogen-Activated Protein Kinase). Cette voie est
composée typiquement de sérine/thréonine kinases. Une série de ces kinases peuvent 2
leur tour phosphoryler d’autres kinases, conduisant a une cascade d’événement de
phosphorylation. Le tout souvent aboutit a I’activation de facteurs de transcription qui
déclenchent des changements au niveau des protéines qui seront exprimées, et dont ces
derniéres jouent un role dans la croissance, la survie ou la différenciation [10]. Parmi ces
facteurs de transcription les premiers a étre activés apres la stimulation de c-kit sont jun,
fos et myc. Ces derniers permettent la transcription des génes codant pour les cyclines et
cyclines-dépendantes kinases (CDKs) permettant ainsi la prolifération cellulaire [11].

Par ailleurs, I’expression de la protéine SCF est cruciale durant la différenciation de
CSHs. En effet, 1’absence de cette derniére (mutation steel ou S1) ou I'absence a la surface
de la cellule le récepteur c-kit (une mutation W) peut entrainer la mort in utero ou
pendant la période périnatale, en raison d’'une anémie macrocytaire sévére (diminution du
nombre de globules rouges). Ces observations suggerent que le SCF joue un role essentiel
au cours du développement hématopoiétique [12, 13].

En outre, les différentes cytokines hématopoiétiques régulatrices jouent leurs fonctions a
trois niveaux durant I’hématopoiése, soit au niveau des cellules souches primitives, soit
au niveau des cellules intermédiaires (lignée non spécifique), et enfin au dernier niveau
des cellules différenciées (lignée spécifique). Ces fonctions peuvent aller a I’engagement
de la CSH vers une voie donnée [par exemple, le GM-CSF (Granulocyte Macrophage
Colony-Stimulating Factor) permet I’engagement des progéniteurs multipotents vers la
voie myéloide], et aussi a la différenciation d’une lignée cellulaire spécifique donnée
permettant ainsi la spécialisation de la cellule [par exemple, la trombopoiétine permet
I’engagement de la différenciation de MEP (Myeloid/Erythroid Progenitor) vers la voie
des cellules mégacaryocytaires] [14].

D’un autre c6té, les facteurs de transcription jouent aussi un rdle important dans la
régulation de I’hématopoiése, certains de ces facteurs n’affectent qu’une seule lignée en
ayant un role spécifique, alors que d’autres affectent plusieurs lignées. Par exemple, le
facteur de transcription GATA-2 est I'un qui affecte a la fois les lignées des cellules

lymphoides, cellules érythroides et cellules myéloides [15]. Les facteurs de transcription
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sont des molécules résultant du signal provenant du milieu c’est-a-dire la transduction du
signal induit aprés la fixation de la cytokine a son récepteur (tel que décrit pour la voie
Ras/MAPK) [16]. Parmi ces voies, on peut citer la voie de signalisation des tyrosines
kinases JAK (Janus Kinase) et leurs cibles particuli¢res, les facteurs de transcription
STATs (Signal Transducer and Activator of Transcription) et aussi la voie PI3K
(Phosphoinositide 3-kinase), PKB (Protein Kinase B) ou AKT (voir section 1.3.6) [17,
18].

1.3. L’érythropoiese

L’érythropoiése est 1’ensemble de processus qui a lieu chez 1’adulte dans la moelle
osseuse permettant la formation des globules rouges. Elle prend naissance par
I’engagement a partir d’'une CSH (Fig.1.1) vers la voie de différenciation des cellules de
la lignée myéloide, aussi appelée CFU-GEMM (Colony Forming Unit Granulocyte/
Erythroid/ Mégacaryocyte/ Monocyte). Les progéniteurs se différencient vers un
progéniteur commun a la lignée de cellules érythroides et cellules mégacaryocytiques
(MEP) [19], avant de se restreindre a la voie des cellules érythroides pour former le
progéniteur BFU-E (Burst Forming Unit Erythroid). Le BFU-E peut proliférer et se
différencier par étapes successives pour aboutir a la formation des globules rouges
(Fig.1.2) [20, 21]. L’engagement des progéniteurs multipotents vers la voie des cellules
érythroides s’effectue grace a la combinaison de facteur de transcription (en particulier
GATA-1 voir section 1.3.2) et les facteurs de croissance en particulier I’EPO (EPO
section 1.3.6) ainsi que le SCF [22].

Au cours de la différenciation cellulaire, la cellule exprime différents antigénes de
surface. Pour la lignée érythroide, les progéniteurs les plus précoces expriment le
récepteur du SCF : c-kit, ensuite le récepteur de I’érythropoiétine (EPO-R) commence a
étre exprimé au stade de BFU-E. L’antigéne spécifique a la lignée érythroide : la
glycophorine A (GPA) est exprimée au stade des CFU-Es (Fig. 1.2). Pour terminer,
d’autres antigenes de surface non spécifiques tels que I’antigéne CD36 et le récepteur de
la transferrine (CD71) sont fortement exprimés a la surface des cellules érythroides

primitives [23].
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Figure 1.2: Schéma général de I’érythropoiése

Les différents précurseurs, les facteurs de transcription ainsi que les antigénes de surface.

Image tirée des travaux de Courtois et coll.[23].
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1.3.1. Biochimie et fonction physiologique des globules rouges

Les globules rouges sont parmi les cellules les plus abondantes du corps humain, avec
plus 25 trillions dans la circulation sanguine, soit une concentration de 10'%/L de sang
[24]. Les cellules érythrocytes en circulation ne contiennent pas de noyau ou
d’organelles, mais elles sont remplies d’hémoglobine. Ce dernier est riche en fer et son
role principal consiste a transporter l'oxygéne des poumons aux différentes parties de
l'organisme, puis a recueillir le dioxyde de carbone pour qu'il soit éliminé par la
respiration [25]. L’hémoglobine est un hétérotétrameére composé de deux sous-unités
polypeptidiques, soit deux globines a et deux globines B, chacun se lie au groupe
prosthétique de I’héme. Ce dernier est un tétrapyrole contenant une molécule unique de

fer au centre, lequel permet la liaison a I’oxygeéne de fagon réversible [26].

1.3.2. La régulation de I’érythropoieése par GATA-1

Tout comme I’hématopoiese, 1’érythropoiese est hautement contr6lée et régulée a
différentes étapes de la différenciation par distincts groupes de facteurs de transcription.
En premier lieu, le facteur de transcription a doigt de zinc GATA-1 est considéré comme
étant le facteur de transcription clé durant 1’érythropoiése. Ce dernier se lie a une
séquence spécifique d’ADN, connue sous le nom de GATA box [(T/A)GATA(A/G)]
permettant ainsi la régulation des génes de différenciation des cellules érythroides,
incluant entre autres, la GPA, les génes de globines, I'EPO-R, ainsi que le géne codant
pour la protéine anti-apoptotique Bcl-xL [27-29]. Le facteur de transcription GATA-1 est
requis pour le début et la différenciation terminale des cellules érythroides [30]. Cette
hypothése a été évaluée par Penny et coll.[31], qui ont montré que des cellules souches
embryonnaires ((ESCs) embryonic stem cell) déficientes en GATA-1 sont capables de se
différencier et produire toutes les différentes cellules sanguines chez les souris
chimériques, mais elles sont cependant incapables de former des globules rouges
matures. Dans le cadre du méme travail, des cultures ex vivo permettant la différenciation
des cellules érythroides ont aussi été réalisées avec les ESCs dépourvues de GATA-1.
Apres des analyses morphologiques, les résultats confirmaient qu’il y avait un arrét de la
différenciation au stade de proérythroblaste (érythrocyte immature) de I’érythropoiése
(Fig.1.2) [32, 33].

19




Par ailleurs, Takahashi et coll.[34], ont observé avec des embryons GATA-1 knockdown,
lesquels exprimaient environ un niveau de 5 % de GATA-1 de type sauvage, un arrét de
la différenciation des cellules érythrocytes a I’état embryonnaire (jour de gestation E11.5
et E12.5). D’autres résultats similaires ont aussi été observés avec une autre souche de
souris GATA-1 knockdown (~ 20 % de GATA-1 type sauvage) [35]. L’ensemble de ces
études montre le role fondamental de GATA-1 dans la régulation de I'érythropoiése.
Cependant, afin d’assurer ce role central, GATA-1 se lie en premier 2 la protéine FOG-1
(friend of GATA-1), cette liaison se fait via son domaine N-terminal [36]. La protéine
FOG-1 est fortement exprimée par les cellules érythroides et cellules MKs, mais pas par
les cellules granulocytes. Elle agit avec GATA-1 en tant que cofacteur durant la
différenciation des cellules érythroides et cellules MKs [37]. Un manque d’expression de
cette protéine peut provoquer la mort cellulaire. En effet, des travaux ont permis de
mettre en évidence que les souris dépourvues en FOG-1 meurent d’une anémie sévére, en
raison d’un arrét de 1’érythropoiese. Ce qui évoque que la protéine FOG-1 est vitale
durant I’érythropoiese et pour la fonction de GATA-1[38-40]. Par contre, la protéine
FOG-1 est incapable d’assurer a elle seule une différenciation et maturation normale des
cellules érythroides, car elle n’a pas de domaine de liaison directe a I’ADN (Fig.1.3). Une
interaction directe entre FOG-1 et GATA-1 est requise pour assurer sa fonction.
D’ailleurs, différents travaux supportent cette hypothése, en effet, il est connu que chez
les patients souffrant de certains types d’anémie et thrombocytopénie, une absence

d’interaction entre GATA-1 et FOG-1 est observée [41].
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Figure 1.3: Complexe GATA-1/FOG-1

Le complexe GATA-1/FOG-1 est essentiel pour permettre la transcription des génes.

Adaptée des travaux de Pang et coll. [41].
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1.3.3. Role de GATA-1 dans la régulation du cycle cellulaire

La progression en phase G1 nécessite la participation des cyclines de type D (D1, D2,
D3) qui répondent aux facteurs de croissance au niveau du point de restriction, moment
ol la cellule prend la décision d'entrer en phase S. Les cyclines dépendantes kinases
(CDK qui forme un complexe avec les cyclines D) phosphorylent la protéine Rb
(protéine du rétinoblastome), permettant ainsi la libération du facteur de transcription
E2F, et ce dernier contrdle I'expression des protéines requises pour la phase S [42]. Lors
de la différenciation terminale des cellules, le cycle cellulaire doit étre arrété. Il a été
apporté que le facteur de transcription GATA-1 est impliqué dans I'arrét du cycle
cellulaire au cours de la différenciation terminale des cellules érythroides. Pour ce faire,
GATA-1 jouent un réle dans la syntheése des inhibiteurs de cyclines kinases (CKI : Cyclin
Kinase Inhibitor), ces derniéres jouent un rdle dans 1’inhibition de la formation du
complexe cycline/CDK [43]. Pour finir, le facteur de transcription GATA-1 pourrait
également se lier au complexe pRB/E2F pour induire I'inactivation d’E2F, permettant

ainsi I’arrét du cycle cellulaire [44, 45].

1.3.4. La régulation de I’érythropoiese par STATS5a/b

Le deuxiéme facteur de transcription indispensable durant 1I’érythropoiése est le Signal
Transducer and Activator of Transcription (STAT) 5. La famille des STATs comprend
chez les mammiféres sept membres issus de geénes différents, qui sont entre autres,
STATI, STAT2, STAT3, STAT4, STATS5a, STATSb et STATS, ils sont importants pour
la différenciation des différentes cellules de la lignée myéloide. Ils possédent tous une
structure commune organisée en six domaines N-terminal, coiled-coil et DBD (DNA
Binding Domain) [46, 47]. Quand les STATSs ne sont pas activés, la majorité des STATSs
existent sous forme monomérique non phosphorylée. L’activation des STATs par
phosphorylation (par exemple I’activation d’un récepteur de cytokine) se fait
généralement sur un résidu tyrosine, ceci résulte 4 la dimérisation et la translocation
nucléaire des STATs. Aprés l'activation des STATSs, ils se lient & des séquences
spécifiques présentes sur le promoteur des génes cibles permettant ainsi la transcription
de ces derniers [48, 49]. D’aprés ce qui peut étre observé sur la Fig.1.4, en fonction du

type de cytokine dans le milieu, différents STATs peuvent étre activés [50]. STAT5a/b
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peut étre activé suite au signal induit par EPO sur EPO-R (section 1.3.6) ou il joue un
role important dans la prolifération, la survie ainsi que la régulation de géne des cellules
érythroides tels que la GPA, I’hémoglobine al/2 et I'hémoglobine y. Il permet aussi la
régulation du géne de la protéine anti-apoptotique Bcl-xL [51]. Cette hypothése a été
confirmée 2 partir des résultats des travaux avec des souris dépourvues STAT5ab”. Une
augmentation de la mortalité a été observée chez ces derniéres dues a une anémie séveére
a I’état embryonnaire [52, 53]. Par ailleurs, une synergie entre STAT5a/b avec I’EPO est
vitale pour permettre I’engagement du MEP vers la lignée érythroide. En effet, une
délétion de STATSa/b provoque une diminution des progéniteurs des cellules érythroides,
ceci conduit a une augmentation des progéniteurs MKs et par conséquent 1’engagement

du MEP vers la lignée mégacaryocytaire [54].

Neutrophile

Eosinophile

Monocyte

Erythrocyte

Mégacaryocyte

Figure 1.4 : Activation des STATSs par différentes cytokines

Source tirée des travaux de Coffer et coll. [48].
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1.3.5. La maturation terminale et I’énucléation des érythrocytes

Une fois que le progéniteur MEP s’engage vers la lignée des cellules érythroides, il y a
formation des progéniteurs érythroide (BFU-E et CFU-E), cette étape de la
différenciation est identifiable morphologiquement. Les précurseurs des cellules
érythroides nucléés progressent dans la différenciation pour former les cellules
proérythroblastes et ces derniéres se différencient en cellules érythroblastes basophiles,
cellules polychromatophiles et cellules pycnotiques. A cette étape il y a une accumulation
de I’hémoglobine, qui constitue plus de 90 % des protéines des globules rouges matures
(Fig.1.5) [55]. Au cours de I'érythropoie¢se définitive, les cellules érythroblastes
expriment diverses molécules d'adhésion qui subissent des variations dynamiques lors de
la différenciation. Ces protéines modulent les interactions entre les cellules, a la fois
érythroblastes/érythroblastes et érythroblastes/macrophages ainsi que I’adhésion a des
composants de la matrice extracellulaire comme la fibronectine et laminine [56]. A cet
égard, I'intégrine a4pl est exprimée a la surface des cellules érythroblastes, puis la
molécule d’adhésion-1 (VCAM-1 : Vascular Cell Adhesion Molecule-1) est exprimée a
la surface des macrophages, ceci permet I’interaction entre les macrophages et les
cellules érythroblastes [57]. Lors de la maturation des cellules érythroblastes, une
réduction progressive de la cellule et de la taille du noyau est observée, suivra ensuite une
disparition des nucléoles et une condensation de la chromatine concomitante. Aprés il y a
un arrét du cycle cellulaire et de la réplication de I’ADN. A cette étape, une
réorganisation du noyau est effectuée de fagon sélective. Une expression de p53 est aussi
observée dans les cellules érythroblastes pycnotiques. 11 faut noter que la protéine p53 est
associée a la dégradation nucléaire [23, 58]. Pour terminer, une migration du noyau a la
périphérie de la cellule est également observée. Il y a redistribution des protéines de la
membrane sur les réticulocytes tout en laissant le noyau dépourvu d’élément squelettique
[59], ensuite suivra une perte d’affinité entre la GPA et le macrophage. Pour finir, le
réticulocyte est alors libéré dans le flux sanguin, 4 cause d’une faible exposition de force
physique. Aprés I'expulsion du noyau, il y a phagocytose de ce dernier par les
macrophages, parce que sur la surface du noyau est exprimé des phosphatidyl sérines qui

constituent un signal de phagocytose par les macrophages.
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Erythropoiesis

hemoglobin accumulation reticulocyte
nuclear condensation

decreased cell size
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morphologically identifiable

Figure 1.5: Etapes successives de la maturation des cellules érythroide

ProE : Proérythroblaste; BasoE: Erythroblaste Basophile; PolyE: Erythroblaste
Polychromaphile; OrthoE : Erythroblaste Ortho ou pycnotique

Tirée de http://radonc.urmc.rochester.edu/U19/PalisErythropoiesis.jpg

1.3.6. Le récepteur de I’érythropoiétine

L’activation du récepteur de I'érythropoiétine (EPO-R) par EPO est vitale pour la survie,
la prolifération et la différenciation des érythroblastes jusqu’a la formation des globules
rouges. Cette hypothése a été prouvée, a partir des résultats des travaux avec des souris
déficientes d’EPO et EPO-R, ol ces derniéres mourraient d’une anémie sévere apres 13 a
15 jours durant I’embryogenése, a cause d’un manque de différenciation permettant la
formation des progéniteurs de cellules érythroides mature [60-62].

L’EPO-R fait partie de la superfamille des récepteurs de cytokines, il est composé d’un
domaine extracellulaire transmembranaire et cytoplasmique. Il apparait sur un petit
nombre des cellules érythroides primitives (BFU-Es), puis sa production augmente dés le
stade CFU-E jusqu’aux érythrocytes matures (Fig.1.2) [63-66]. Tout comme la majorité
des récepteurs de cytokine, I’EPO-R ne posséde pas d’activité kinase intrinséque. Par
contre, son activation aprés la liaison d’EPO résulte une dimérisation du récepteur et un

changement de conformation, ce qui conduit a une autophosphorylation de Janus Kinase
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2 (JAK?2), ainsi que la phosphorylation de différents résidus de tyrosines qui sont situées
sur la portion intra-cytoplasmique d’EPO-R (Fig.1.6) [67-69]. Le role central de JAK2
dans la signalisation d’EPO-R a été établi, en partie avec des souris dépourvues de JAK2,
lesquels développent une sévere anémie feetale entrainant la mort a I’état embryonnaire
[70, 71]. Inversement, une activation continue de JAK2 peut provoquer une prolifération
non controlée des cellules, ceci est observé dans la maladie lymphoblastique chronique
ou il y a une overexpression de JAK2 [72]. La phosphorylation d’EPO-R meéne au
recrutement de multiples molécules de signalisation, incluant STATS5a/b, Grb2-SOS et
p85. Ce qui conduit au déplacement nucléaire de STATS5a/b, qui aura comme réle, la
régulation de la transcription des geénes essentiels a la différenciation des cellules
érythroides [73-75]. De plus, d’autres STATSs sont aussi activés apres stimulation d’EPO-
R: STAT1 et STAT3. Cependant, contrairement a STATSa/b, les facteurs de
transcription STAT1 et STAT3 ont un role négatif durant I’érythropoiése, permettant la
régulation du signal induit par EPO-R [76].

Par ailleurs, 1’autophosphorylation de JAK2 aprés stimulation d’EPO-R meéne 2a
I’activation de la voie PI3K/AKT. L’activation d’EPO-R sur la tyrosine 479 est requise
pour sa fixation a p85 qui est une sous-unité de PI3K [77, 78]. La phosphorylation de
PI3K permet a la phosphorylation d’ AKT [79, 80]. Une fois la protéine AKT activée (via
PI3K), elle phosphoryle a son tour le facteur de transcription GATA-1 (S8310) [81]. Cette
étape entraine la translocation nucléaire de GATA-1, ol ce dernier permet la transcription
des geénes codant pour la protéine Bcl-xL et la GPA.

En outre, Kadri et coll.[82], ont confirmé que la sérine 310 de GATA-1 est le site
phosphorylation d’AKT, via la stimulation d’EPO-R. En effet, ces auteurs ont utilisé
différents mutants de GATA-1, soient sérine 310 par alanine (S310A) et sérine 310 par
I’acide aspartique (S310D) en utilisant des cellules MEL (cellules érythroleucémiques de
Friend). Ensuite, ils ont observé une régulation négative d’érythropoiése, puisqu’il y avait
un arrét de différenciation. En 2006, Wei et coll. [81] , ont inhibé la forme phosphorylée
de GATA-1 (pS310), en inhibant spécifiquement PI3K par LY294002 toujours avec des
cellules MEL. Par la suite, ces cellules ont été incubées a différents temps (soit 0, 10, 30
et 60 minutes). Finalement, ils ont effectué une analyse par immunobuvardage pour

vérifier I’expression de la forme phosphorylée de GATA-1 (pS310). Aprés 60 minutes
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d’incubation des cellules en présence de I'inhibiteur, le niveau d’expression de GATA-
1(pS310) était presque complétement inhibé. Ces résultats suggérent donc que la
stimulation EPO-R par EPO conduit a la phosphorylation de GATA-1 sur la sérine 310
via I’activation de la voie PI3K/AKT. D’un autre c6té, la stimulation d’EPO-R par EPO
induit aussi 1’activation de la voie Ras/MAKP permettant la phosphorylation d’ERK1/2
(Raf-Extracellulaire Regulated-Kinase 1/2) par MEK (Mitogen-Activated protein
Kinase). ERK1/2 joue un rdle dans la prolifération et la survie des cellules érythroides via
la phosphorylation des facteurs de transcription RSK et Elk [83, 84]. L’activation de cette
voie est également requise durant I’érythropoiese, puisqu’il a été prouvé que les souris
knock-out des trois génes de Ras (H-, N, K-ras) meurent également d’anémie a 1’état

embryonnaire [85].
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Figure 1.6: Cascade de signalisation suite a ’activation d’EPO-R par EPO.
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1.4. Culture des globules rouges ex vivo

1.4.1. La synergie entre I’érythropoiétine et Stem Cell Factor

La culture ex vivo des CSHs vers la lignée des cellules érythroides a été rendue possible
grice a la découverte, la purification et puis le clonage de I’EPO par Miyake et coll.[86]
et Jacobs et coll.[87]. Elle est produite a partir des cellules trés spécialisées au niveau du
rein et du foie (Fig.1.7). Elle agit au niveau de la moelle osseuse pour stimuler la
production des globules rouges [88]. Sur Fig.1.2, on peut observer que I’EPO est
essentielle pour la maturation des cellules érythroblastes. Son action est indispensable
surtout au stade CFU-E et son activité est considérée comme étant le premier mécanisme
de régulation pour le maintien de I’hémostase [89, 90].

Par ailleurs, I’EPO est aussi utilisée en clinique pour le traitement de certains types

d’anémie associés a une insuffisance rénale chronique ou pour contrer I’anémie induite

Apoptose \

par des traitements de chimiothérapie [91].
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Figure 1.7: Cycle de régulation de I’érythropoiétine par le rein.

Tirée des travaux de Zermati et coll.[20].




En outre, le SCF intervient dans la régulation d’érythropoigse. Il agit en synergie avec
I’EPO et il est nécessaire en début de culture des CSHs vers la lignée des cellules
érythroides, surtout pendant les 5 ou 6 premiers jours de culture. En effet, Dai et coll [92]
ont montré que les progéniteurs BFU-Es ont besoin d’une interaction directe avec le SFC
au début de la différenciation (voir la Fig.1.2). Le SCF agit au niveau des cellules
érythroides primaires (BFU-Es) et ce, jusqu’a I’étape des érythroblastes basophiles

avanceés).

1.4.2. Différents travaux pour la culture des globules rouges ex vivo

Les besoins transfusionnels sont loin d’étre résolus. Or, les critéres de sélection des
donneurs de sang ne cessent d’augmenter. D’ol I'intérét d’essayer de trouver un moyen
permettant de produire des globules rouges ex vivo. Malgré le fait que plusieurs études
ont été effectuées afin de mieux comprendre le développement et la régulation des
globules rouges, le mécanisme d’énucléation a la fin de la différenciation des cellules
érythroides en culture ex vivo reste encore partiellement inexpliqué. La difficulté de la
génération des globules rouges en culture est I’atteinte de cette étape indispensable et
incontournable a la fin de maturation. Pour cette raison, différents travaux ont été
effectués dans le but de trouver des protocoles de culture permettant une génération des

globules rouges.

Parmi ceux-ci, Giarratana et coll. [93], ont pu obtenu par ensemencement des cellules
CD34" issues du SC ombilical la génération d’une grande quantité de globules rouges en
utilisant une culture en trois phases pendant 18 jours. Pour ce faire, ces auteurs ont mis en
culture les cellules CD34" en présence de SCF, IL-3 (Interleukine-3) et EPO, pour
permettre la prolifération et la différenciation pendant huit jours. Par la suite, ils ont fait
une coculture des cellules souches différenciées avec des cellules stromales ou
mesenchymales et en utilisant comme cytokine I’EPO pendant trois jours. Pour terminer,
les cellules ont été mises en culture sans facteur de croissance avec les cellules stromales
seulement. Avec ce protocole, ils ont pu obtenu une production de 1.97x10° globules
rouges par cellules ensemencées (100 % des cellules étaient des globules rouges matures

a la fin de culture).
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Par ailleurs, Dorn et coll. [94] ont proposé un autre protocole de culture ex vivo
permettant la génération des globules rouges en trois phases, mais cette fois-ci & partir
des cellules CD34" mobilisées par le G-CSF (Granulocyte-Colony Stimilating Factor) du
sang périphérique. Briévement, pendant sept premiers jours les cellules ont été mises en
culture en présence de SCF, thrombopoiétine (TPO) et Flt3-ligand. Par la suite, du jour 8
au jour 14, les cellules ont été cultivées en présence de SCF, EPO et insulin like growth
factor (IGF-1). Pour terminer, les cellules ont ét€ mises en culture en présence d’EPO et
IGF-1. Avec cette méthode ils ont pu obtenu une génération de globules rouges. Ainsi, a
la fin de la culture, 36.2 + 15.9 % des cellules étaient des normoblastes, 47.9 + 23.9 % de
cellules réticulocytes et finalement, 15.8 £ 19.4 % des cellules étaient non érythroides. La
présence de ces cellules non érythroides a la fin de culture sont probablement due 2 la
premiére phase de culture o ils ont favorisé 1’expansion massive de progéniteurs

myéloides sans inclure I’EPO.

Pour finir, Shi-Jiang et coll. [95], ont proposé en 2008 un autre protocole intéressant
permettant la génération des globules rouges en culture ex vivo, a partir des cellules
souches embryonnaires humaines (hESCs : human Embryonic Stem Cell). Une coculture
de hESC avec des cellules mononucléaires issues du SC ombilical a été effectuée en
utilisant une concentration riche en SCF (100 ng/mL), IL-3 (10 ng/mL), IL-6 (100
ng/mL), de TPO (10 ng/mL), G-CSF (10 ng/mL) et 4U d’EPO. A la fin de culture, la
majorité des cellules exprimaient la B-globine adulte. Par contre, il y avait aussi des
cellules qui exprimaient encore la forme feetale de globine €,y. Encore une fois, cette

observation était due a la source embryonnaire des cellules souches utilisées.

En résumé, les différentes études montrent qu’il est possible de générer des globules
rouges en culture ex vivo. Cependant, certains de ces protocoles affichent une faible

pureté et un rendement trop bas pour que cette application soit financiérement possible.

1.5. Lignée UT-7/EPO
Les cellules UT-7 proviennent de la moelle osseuse des patients souffrant de la leucémie

mégacaryoblastique chronique. Elles expriment a leur surface les antigénes CD41 et
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CD42 ainsi que la GPA. Elles expriment aussi fortement le récepteur d’érythropoiétine
(EPO-R) a leur surface. Afin de permettre la différenciation de ces cellules, différentes
cytokines hématopoiétiques peuvent étre utilisées telles que GM-SCF, IL-3, TPO et EPO.
Ainsi, ces cellules peuvent étre utilisées comme modele pour I’étude de signalisation des
récepteurs de cytokines hématopoiétiques [96]. La sous-lignée UT-7/EPO a été dérivée
des UT-7 aprés une culture de 6 mois en présence d’EPO seulement. Ce clone est

dépendent de I'EPO pour sa croissance et survie en culture [97].

1.6. La granulopoiése et monocytopoiese

Tout comme 1’ érythropoiése, la granulopoi¢se est une succession de processus qui a lieu
dans la moelle osseuse permettant la formation des cellules granulocytaires. Elle prend
naissance par I’engagement a partir d’'une CSH (Fig.1.1) vers la voie de différenciation
myéloide, CFU-GEMM. Ces progéniteurs se différencient par la suite en GMP et MEP,
puis sous l'effet du G-CSF (Granulocyte Colony-Stimulating Factor), le GMP se
différencie vers la voie restreinte de granulocyte, pour former CFU-G (Colony Forming
Unit-Granulocyte), qui se différencie en myéloblaste jusqu’a la formation des
granulocytes matures (Fig.1.8). Les cellules granulocytes sont classés en cellules
neutrophiles, éosinophiles ou basophiles [5]. Il est & noter qu’en cas d’infections virales,
une augmentation des cellules neutrophiles est observée, ol ces derniers jouent un réle

important dans la phagocytose [4].

Comme toutes les lignées hématopoiétiques, la granulopoi¢se est aussi régulée par une
combinaison de cytokines et de facteurs de transcription. La cytokine essentielle durant la
différenciation des granulocytes est le G-CSF, elle est exprimée par des cellules
neutrophiles, les cellules endothéliales, les fibroblastes ainsi que les cellules stromales
dans la moelle osseuse. Tout comme I’EPO, le G-CSF se fixe sur son récepteur : le G-
CSF-R (G-CSF Receptor) pour permettre 1’activation de la transduction du signal. Ce
récepteur fait partie de la superfamille des récepteurs de cytokines semblable 3 EPO-R. 1l
est dépourvu d’activité de tyrosine kinase intrinséque, par contre, il contient sur son
domaine cytoplasmique la protéine JAK2 qui s’autophosphoryle aprés stimulation de G-
CSF-R par le G-CSF [98].
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En outre, les facteurs de transcription C/EBPa (CCAAT/Enhance Binding Protein a) et c-
Myb sont requis pour la différenciation terminale des cellules granulocytes, ils permettent
entre autres, la transcription des génes codant les antigénes de surface CD33 et CDI11.
Ces facteurs de transcription résultent de la stimulation G-CSF-R par G-CSF [99]. Une
absence de C/EBPa provoque aussi une absence des cellules neutrophiles mature [100].
En effet, cette hypothése est appuyée par I’analyse du foie feetal des cellules de souris
déficientes de C/EBPa, ol une absence de G-CSF-R est aussi observée [101].

Par ailleurs, sous 1’action de M-CSF (Macrophage Colony-Stimulating Factor), les CFU-
GMs évoluent en promonocyte (monocyte trés immature), puis ce dernier prolifere et se
différencie a son tour jusqu’a la formation des cellules monocytes matures. La
monocytopoiese est également régulée par une combinaison des cytokines et par les
facteurs de transcription. Le M-CSF est la cytokine de référence durant la différenciation
des cellules monocytaires. Sa liaison a son récepteur M-CSF-R permet 1’activation de la
transduction du signal semblable a celle induite par G-CSF-R [102]. Dans les cellules
monocytes immatures, le promoteur de M-CSF-R est activé synergiquement par C/EBPa,
et PU.1 [103, 104] et c-jun active directement le M-CSF-R via son interaction avec PU.1
[105, 106]. Le promoteur de 1’antigéne de surface CD14 est activé par C/EBPa [107],
ainsi, les cellules monocytes matures expriment fortement a leur surface 1’antigéne
CD14. Le facteur de transcription de C/EBPa joue un role déterminant dans la spécificité
du progéniteur bipotent granulocyte-monocyte (GMP). En effet, le progéniteur commun
myéloide (CMP) peut se différencier soit en MEP ou soit en GMP. Afin de permettre la
différenciation de CMP vers la lignée GMP, le facteur C/EBPa provoque une réduction
de la régulation de I’ARN de FOG-1 (requis pour I’activité transcriptionnelle de GATA-
1)[108], ceci permet de réduire le niveau d’activité de GATA-1 [109-112]. Finalement,
un niveau élevé de PU.1 permet de diriger la différenciation vers la lignée monocytaire
[113, 114]. Tout comme les granulocytes, le role principal des monocytes est la

phagocytose lors de I’infection ou le processus d’apoptose.
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Figure 1.8: Vue d’ensemble de la granulopoiése et monocytopoiése

Tirée du site de I’ University of Minnesota. Department of laboratory medecine and

pathology. www.umn.edu/hema

1.7. Effet de I’hyperthermie légere sur la mégacaryopoiese

L’effet bénéfique de I’hyperthermie légere sur la prolifération et la différenciation des

cellules CD34" vers la lignée des cellules MKs, a déja été étudié par notre groupe de

recherche 2 Héma-Québec. En effet, des cultures des cellules CD34" issues du SC

ombilical ont été effectuées a 37 °C et 39 °C. Il a été montrée que la prolifération des

cellules MKs était augmentée pour les cultures maintenues a 39 °C [115]. Ceci était

accompagné par une accélération de la différenciation et de la maturation des MKs, c'est-

a-dire une apparition rapide du marqueur de surface CD42b qui est exprimé par les

Cellules MKs matures. La production des plaquettes était aussi significativement

augmentée.



http://www.umn.edu/hema

Afin de mieux caractériser la température optimale qui permettait d’avoir un effet
remarquable sur la différenciation des cellules, un intervalle de température entre 38°C et
41 °C a été évalué. Finalement, 39 °C s’est avéré la température optimale permettant
I’accélération de la différenciation et I’augmentation de 1’expansion des Cellules MKs. I
faut noter qu’une des conséquences majeures de la culture des cellules hématopoiétique
en condition d’hyperthermie est qu'elle réduit souvent la viabilité et I'expansion cellulaire

en fonction de la température

Par ailleurs, les travaux de Pineault et coll. [116] étaient aussi basés sur 1’étude des effets
de I’hyperthermie légere sur la viabilité des cellules CD34" issues du SC en condition
favorisant la différenciation des cellules de la lignée Cellules MKs. Ils ont pu mettre en
évidence que la viabilité cellulaire a 39°C était seulement réduite pendant les cing
premiers jours de culture, suggérant que les cellules du SC et plus précisément les
cellules MKs y provenant pouvaient supporter de telle condition thermique. Une autre
constatation significative est que les effets associés a 1’hyperthermie 1égére semblaient
étre indépendants des cocktails de cytokines utilisés, mais possiblement dépendants de
TPO. Pour évaluer ce phénomene, Pineault et coll. [116] ont utilisé le cocktail de
cytokine BS1 qui a été optimisé pour la culture des cellules Mks (BS1, TPO 30 ng/ml,
SCF 1 ng/ml, IL-6 7,5 ng/ml et IL-9 13,5 ng/ml). Avec ce cocktail, ils ont été capables de
reproduire le méme résultat de I’effet de I’hyperthermie 1égére sur la différenciation des
cellules MKs entre 4-7 jours au lieu de 14 tel que cela a été démontré par Proulx et coll.
[115]. En fait, ils ont trouvé que 4 jours d’incubation des cellules CD34" a 39 °C étaient
suffisants pour observer une différence significative d’apparition de I’antigéne de surface

CD42b pour les cultures maintenues a 39 °C par rapport a celles a 37 °C.

Finalement, il est bien connu que les cellules de mammiféres en condition
d’hyperthermie ont un niveau élevé des protéines de choc thermique (HSP : Heat Shock
Protein). L’expression des protéines a été évaluée a différents moments de culture dans la
premiere étude de Proulx et coll. [115], aux jours 7 et 10 respectivement. Les cellules
CD41a" maintenues 4 39 °C exprimaient 2 fois plus de HSP70 comparativement 2 celles

maintenues a 37 °C.
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1.8. Role des protéines de choc thermique dans I’érythropoiése

Selon ce qui a été discuté dans la section 1.3 et 1.3.6, I'érythropoiese est régulée par une
combinaison des cytokines et les facteurs de transcription. Cependant, les cellules
érythroides de mammifere subissent aussi une régulation post-transcriptionnelle,
spécialement a la fin de la maturation des érythrocytes, durant laquelle une absence du
noyau est observée. Il y a environ 20 ans, différents groupes de recherches ont apporté
I’hypothése qu’une accumulation de la chaperonne HSP70 était observée dans les
précurseurs des cellules érythroides [117-119]. En conséquence, ces auteurs spéculaient
que HSP70 et autres chaperonnes apparentées (dont le role connu était la régulation du
repliement tridimensionnel, la dégradation ainsi que I’activité d’autres protéines),

pouvaient avoir un role dans la maturation des cellules érythroides [120].

Par ailleurs, le facteur de transcription GATA-1 peut étre la cible de la caspase-3, qui
induit son clivage. Cette étape est requise pour permettre une régulation négative
d’érythropoiése [121]. Par contre, si la caspase-3 est activée tot dans I’érythropoigse, ceci
provoque le clivage de GATA-1, ensuite suivra un arrét de I’expression des génes
nécessaires a la maturation et conduit ainsi a un blocage de la différenciation des des
cellules érythroides au stade des proérythroblastes (Fig.1.9A). De plus, le clivage de
GATA-1 va conduire a une diminution de I’activité du promoteur du géne de Bcl-xL, ce

qui provoquera I’apoptose des cellules [122].

Récemment, Ribeil et coll. 2007 [123], vient de mettre en évidence, le role de HSP70
dans la régulation d’érythropoiese. Pour éviter le clivage de GATA-1 par la caspase-3, la
protéine HSP70, qui est exprimée de fagon constitutive dans les cellules érythroides, sous
I'influence de I’EPO, se déplace du cytoplasme vers le noyau pour se lier 2 GATA-1
protégeant ce dernier contre le clivage par la caspase-3. Cette interaction permet la

différenciation des cellules érythroides (Fig.1.9B).
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Figure 1.9: Co-localisation nucléaire de GATA-1 et Hsp70
A : L’activation de la caspase-3 et un arrét de la différenciation. B : Co-localisation de

Hsp70 et GATA-1. Image tirée des travaux de Ribeil et coll. [123].

En outre, d’autres chaperonnes telles que HSP27 et HSP90 peuvent étre activées par
AKT, via I’activation de PI3K, aprés I’activation de certains récepteurs de cytokines.
Dans les cellules au repos, HSP27 forme un complexe avec la protéine AKT [124]. Mais
I’activation de cette derniére par PI3K provoque la dissociation du complexe, libérant
ainsi HSP27, qui aurait aussi un rdle dans ’inactivation des caspases, de ce fait, elle
protége les cellules contre I’apoptose permettant la différenciation cellulaire [125]. En ce
qui concerne HSP90, c’est la chaperonne la plus abondante dans les cellules, elle est
produite de fagon constitutive et peut représenter jusqu’a 1-2 % de toutes les protéines
cytosoliques. Elle joue aussi un role dans la régulation de I’apoptose en activant la

protéine anti-apoptotique Bcl2 ainsi que I’inactivation de la caspase-9 [126, 127].
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Par contre, contrairement 3 HSP70, il n’existe pas encore de relation directe entre HSP27,
HSP60 et HSP90 dans la régulation de I’érythropoiése. Néanmoins, différentes pistes
pourraient emmener a trouver un lien entre HSP27 et la régulation d’érythropoigse. En
effet, selon ce qui peut étre observé sur la Fig.1.10, la cible de HSP27 est I’inactivation
de la caspase-3. Or, c’est I’activation de cette voie qui provoque le clivage de facteur de
transcription clé des cellules érythroides : GATA-1. Ainsi, HSP27 pourrait avoir un rdle
dans la régulation d’érythropoiése en protégeant GATA-1 contre le clivage, comme tel
est le cas de HSP70. Selon la méme Fig.1.10, HSP60, a aussi comme cible la caspase-3,

son role pourrait €tre semblable &8 HSP27 dans la régulation d’érythropoiése.
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Figure 1.10: Régulation de ’apoptose par les HSPs.

Image tirée des travaux de Lanneau et coll.[128].
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1.9. Mécanisme de la maturation des cellules érythroides a 39°C

Nous avons développé un modele dans le but de vérifier la voie par laquelle
I’hyperthermie légére pourrait prendre pour permettre 1’accélération de la différenciation
des cellules érythroides. A cet égard, deux voies semblent étre possibles, soit la
transduction de signal induwit par EPO-R, soit par les HSPs. En conséquence,
I’hyperthermie pourrait permettre une dimérisation d’EPO-R et induire ainsi I’activation
de la cascade de signalisation, ou I’hyperthermie permettrait une augmentation du niveau
d’expression de HSP70 qui permettrait une protection de GATA-1 et dont ce dernier
jouerait un rdle important dans la transcription des génes essentiels a la différenciation

des cellules érythroides entre autres, la GPA, 1’hémoglobine, etc. (Fig.1.11)
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Figure 1.11 : Les voies potentiellement activées par I’hyperthermie légére




1.10. Effet biologique et moléculaire de I’hyperthermie légere

L’hyperthermie légére joue un role dans I'activation de la voie de signalisation
Ras/MAPK (Fig.1.12). L’activation de cette voie par I'hyperthermie légére permet
I’activation de la voie PI3K/AKT qui joue un rdle dans la syntheése de la cycline DI1. La
protéine AKT activée via PI3K joue un rdle dans la régulation de la survie cellulaire, en
activant des molécules de pro-survie et en inactivant des molécules pro-apoptotique
(pGSK-3B, forme inactive). L’activation de la voie Ras/MAPK conduit aussi a
I’activation d’ERK1/2. La phosphorylation d’ERK1/2 sur T202/T204 est impliquée dans
la survie cellulaire dans les cellules en condition de stress [129]. Par ailleurs, il est connu
que I’hyperthermie légére est aussi impliquée dans I’activation de plusieurs récepteurs de
cytokines tels que le récepteur de I'EGF (Epidermal Growth Factor) en affectant la
structure et la motilit¢ de la membrane. Ensuite, 1’activation de ce récepteur méne a

1’activation de la voie Ras [129].

Finalement, Sharif-Khatibi et coll. [130], ont affirmé en 2007 que 1’hyperthermie légere
favorise la différenciation des cellules leucémiques. Or, normalement la différenciation
de ces cellules est arrétée et il n’y a pas de maturation. Ce résultat suggere que
I’hyperthermie légere a un effet positif sur les cellules utilisées. Afin d’examiner cet
effet, ces auteurs ont mesuré la syntheése de I’hémoglobine et de 1’expression la GPA a
43°C, puis a différents temps (30, 60 et 90 minutes). Il s’est avéré que 90 minutes
d’incubation des cellules & 43 °C étaient suffisantes pour permettre la synthése de
I’hémoglobine. Ils ont aussi vérifié le niveau d’expression de HSP70, et ils ont observé
une augmentation de cette derniére dans les cellules, ceci suggérait que la protéine
HSP70 protégeait les cellules contre I’apoptose permettant ainsi la différenciation des

cellules.
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Figure 1.12: Effet de ’hyperthermie légére sur ’activation de Ras/MAPK.

Source tirée des travaux de Park et coll. [131].

1.11. Modulation des voies JAK/STAT, PI3K/AKT et ERK1/2 a 39 °C

La combinaison des informations ci-dessus nous a permis de développer un modéle
permettant d’analyser 1’effet de 1’hyperthermie légere sur I'activation de ces différentes
voies de signalisation. Ceci dans le but de vérifier si 1’activation de ces voies était
nécessaire et suffisante pour I'effet de I’hyperthermie légére sur la différenciation des
cellules érythroides Ainsi, sur la Fig.1.13, on remarque que l’inhibition de ces voies
devrait conduire au blocage de plusieurs protéines impliquées dans la régulation de
I’érythropoiése et qui entre autres, activent aussi la transcription du géne GPA. De ce fait,
une analyse de I’apparition du phénotype de différenciation des cellules
érythroides (antigéne de surface GPA) par cytométrie permettait de vérifier si on gardait

I’effet de I’hyperthermie 1égére sur la différenciation suite a 1’inhibition.
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Figure 1.13: Modéle de régulation des voies JAK/STAT, PI3K/AKT et
MEK/ERK1/2 par I’hyperthermie légeére
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1.12 Problématique du projet de recherche

Telle que décrite dans la section 1.7, I’hyperthermie légére favorise une accélération de la
différenciation et une augmentation de la prolifération des cellules CD34" issues du SC
ombilical vers la lignée des cellules mégacaryocytaires [115]. Par contre, il reste d’une
part & déterminer si de tels effets pourraient étre observés sur la lignée des cellules
érythroides qui est issue du méme progéniteur commun des cellules MKs (MEP). Puis de
d’autre part, il faut déterminer I'effet de I’hyperthermie légére sur I’expansion et la
différenciation des granulocytes et monocytes issues d’un autre progéniteur commun, le
GMP. Afin de mieux caractériser I’effet de I’hyperthermie 1égére sur ces lignées, il fallait
tenir compte de la hiérarchie lors de la différenciation de CSHs, ainsi que les similarités
entre les facteurs de transcription intervenant dans la régulation des différentes lignées
des cellules myéloides.

En premier lieu, les MEPs expriment & leur surface ’EPO-R et le récepteur de la
thrombopoiétine (Mpl). En fonction de la concentration des cytokines EPO ou TPO dans
le milieu, la différenciation des MEPs est dirigée soit vers la lignée des cellules
érythroides, soit vers la lignée des cellules MKs [41]. De plus, la protéine TPO est trés
homologue a celui d’EPO surtout sur le domaine N-terminal, ce qui suggere que les
différentes voies de signalisation activées par leurs récepteurs correspondants sont aussi
trés similaires [132, 133]. En outre, les cellules de la lignée des cellules érythroides et
Cellules MKs ont aussi en commun les mémes facteurs de transcription (GATA-1 et son
co-facteur FOG-1, NF-E2, Fli-1 etc). De ce fait, une similarité entre les facteurs de
transcription pourrait aussi suggérer qu’il serait possible d’observer les mémes effets de

I’hyperthermie légére sur I’érythropoigse a ceux observés sur la mégacaryopoiese.

D’un autre coté, les cellules de la lignée granulocytes et monocytes ont aussi un
progéniteur commun, et partagent aussi certains facteurs de transcription soit C/EBPa et
PU.1. Ceci pourrait sous-entendre que I’effet de I’hyperthermie légére sur ces deux
lignées pourrait aussi étre similaire. Mais, par contre, il est impossible de prédire si les

effets seront similaires a ceux observés chez les cellules MKs, ceci étant basé sur les
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différences importantes entre ces lignées. Ce qui nous a permis d’émettre une hypothése

générale.

1.12.1. Hypothese générale et objectifs des travaux
Notre hypothése principale de travail est que 1’hyperthermie légére permet d’accentuer
I’expansion et d’accélérer la différenciation des cellules myéloides, en stimulant ’entrée

en cycle cellulaire des progéniteurs multipotents CD34".

L’objectif principal de ce projet de maitrise était premiérement de prouver I’hypothése
énoncée ci-dessus et, deuxiémement, de mieux caractériser les effets de I’hyperthermie
légere sur la prolifération, la différenciation ainsi que la maturation de ces différentes
lignées. Finalement, d’essayer d’identifier le ou les mécanisme(s) responsable(s) dans le

cadre de la voie de différenciation des cellules érythroides.

Objectif 1 : Définir les effets de I’hyperthermie 1égére sur I’expansion et la cinétique de
différenciation des cellules CD34" le long de la voie des cellules érythroides,

granulocytes et monocytes.

* Pour accomplir cet objectif, les cellules CD34" ont été mises en culture dans des
milieux de culture définis spécifiquement pour chacune de ces lignées.

¢ Les effets de I'hyperthermie légeére sur ’expansion et la différenciation ont été
déterminés par des cinétiques d’expansion cellulaire (compte et cytométrie en

flux) et étude de morphologie.

Objectif 2: Déterminer 1'impact de I’hyperthermie légére sur le cycle cellulaire des
cellules CD34" (transition GO A G1, et G1 a S/G2/S).

% Pour ce faire, les cellules CD34" ont été ensemencées et mises en culture en
condition favorisant la différenciation des cellules de la lignée érythrocytaire et

incubées a 37 °C et 39 °C. L’effet de I’hyperthermie 1égére sur I’entrée en cycle
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cellulaire a été mesuré par cytométrie en mesurant I’expression de 1’antigéne de
surface Ki-67.

Objectif 3 : Caractérisation des mécanismes de 1’effet de I’hyperthermie légére sur les

cellules de la lignée des cellules érythroides

*» Cette étape a été effectuée en ciblant les facteurs clés impliqués dans la régulation
de I’érythropoiése. Cette partie des travaux a été évaluée par immunobuvardage,

cytométrie intracellulaire et essai de luciférase.

Objectif 4 : Définir I'impact de 1’hyperthermie 1égére sur les progéniteurs multipotents
(CMP, MEP et GMP).

% Pour ce faire, les cellules CD34" ont été placées en culture 2 37 °C et 39 °C dans
un milieu permettant I’expansion des progéniteurs a 1’aide d’essai des
progéniteurs myéloides sur milieu semi-solide (méthylcellulose). Ensuite, I’effet
de I'hyperthermie légére a été déterminé par le décompte de I’expansion des

progéniteurs




2. Matériel et méthodes

2.1. Cellules souches hématopoiétiques (CSHs)

2.1.1. Echantillons de sang de cordon ombilical

Tous les échantillons du sang de cordon (SC) utilisés dans ce projet provenaient de
I’hopital Saint Frangois d’Assise (HSFA), avec I’accord du comité d’éthique de la
recherche d’Héma-Québec ainsi que celui de HSFA. Immédiatement aprés
I’accouchement, le SC était récupéré dans une poche de don de sang (Single blood-pack
unit 250 mL with donor tube, Corporation Baxter, Mississauga, Ontario, Canada) environ
75-100 mL. Chaque échantillon de sang était accompagné d’un formulaire de

consentement signé par la mére du nouveau-né en santé.

2.1.2. Isolement des cellules mononuclées a partir du sang de cordon

L’isolement des cellules mononuclées (MNCs : Mononuclear Cells) du SC ombilical était
effectué par centrifugation. Brievement aprés réception de I’échantillon, le sang était
séparé dans des tubes de 50 mL (Becton Dickinson Labware), environ 30 mL par tube.
Puis, les tubes étaient centrifugés a 514 g, 10 minutes sans frein. Ensuite, le plasma était
enlevé et remplacé par du tampon phosphate contenant de la saline et contenant 2 g/L de
glucose (PBS-Glucose) (Invitrogen, Burlington, Canada). Le sang était déposé sur un
coussin de Ficoll Paque PlusTM (1,077 g/ml, GE Healthcare, Uppsala, Sweden) dans des
tubes Leucosep (Greiner Bio-one, FrickenHausen, Germany) et centrifugé a 1860 RPM,
15 minutes sans frein (Beckman GS-6; Spinco Division Beckman Coulter, Palo Alto, CA,
USA). Les MNCs étaient récoltées a I’interface Ficoll/Plasma, lavées 2 fois dans du PBS-
glucose a 2090 RPM, 6 minutes et 185 g, 10 minutes sans frein. Le culot était remis en
suspension dans 50 mL de PBS-Glucose puis un aliquot était prélevé pour effectuer un
compte cellulaire en présence d’acide acétique 3 % qui permettait de faire éclater les
globules rouges pouvant s’étre infiltrés dans la suspension. Une derniére centrifugation
était effectuée a 514g, 10 minutes sans frein. Ensuite, les cellules étaient congelées dans

le milieu IMDM (Iscove’s Modified Dulbecco’s Medium) (Invitrogen) contenant [10 %
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de diméthylsulfoxide (Sigma-Aldrich) et 40 % de sérum bovin feetal (SBF) (Invitrogen
Corporation Gibco Product, Grand Island, NY, USA)]. Les échantillons de 150-300x10°
cellules par tube étaient conservés dans 1’azote liquide jusqu’a I’utilisation des

échantillons.

2.1.3. Enrichissement des MNCs en cellules CD34"

Cinq a six échantillons contenant les MNCs étaient décongelés dans un bain a 37 °C, puis
mélangés pour avoir environ 1-1,5x10° cellules totales. Ensuite, les cellules étaient
enrichies en CD34" par sélection négative selon les recommandations du manufacturier
(Stemsep cell Separation, Stemcell Technologies). Pour ce faire, les cellules étaient
d’abord incubées pendant 15 minutes en présence d’un cocktail d’anticorps reconnaissant
les antigénes de surface des cellules humaines différenciées (CD2, CD3, CD14, CD16,
CD19, CD24, CD56, CD66b et la glycophorine A). Ensuite, une deuxiéme incubation de
15 minutes était effectuée en présence d’une solution colloidale constituée de billes
magnétiques qui se lient aux anticorps du cocktail et le tout était introduit dans une
colonne magnétique. Toutes les cellules qui ont ét€é marquées par le cocktail d’anticorps
étaient retenues a 1’exception des cellules CD34" non marquées qui étaient libérées dans
un nouveau tube. Aprés purification, la pureté des cellules enrichies en CD34" était
évaluée par cytométrie (Cytometre en flux FACSCalibur, BD Bioscience, San Jose, CA,
USA). 11 y avait environ une population de 64 % a 85 % de cellules CD34". Finalement,
les cellules enrichies en CD34" étaient lavées avec du PBS-Glucose et centrifugées a

1500 RPM, puis transférées dans le milieu de congélation (voir section 2.1.2).

2.2. Culture cellulaire

2.2.1. Culture de cellules CD34"

Les cellules enrichies en CD34" étaient mises en culture dans le milieu de culture de base
sans sérum, appelé aussi « Eave’s base ». Ce milieu contenait de I'IMDM commercial
supplémenté de 20 % BIT (albumine bovine sérique, 10 ng/mL et de I’insuline bovine
pancréatique, 10 pg/mL et la transferrine humaine 200 pg/mL) plus 20 pg/mL de
lipoprotéines de faible densité (LDL) et 5x10° M de 2-mercaptoéthanol (Sigma-Aldrich).
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En fonction de lignée cellulaire étudiée, différentes compositions de cytokine étaient
utilisées. Ainsi, la condition favorisant la différenciation des cellules CD34" vers la lignée
des cellules érythrocytaires était composée de 20 ng/mL de SCF et 20 ng/mL d’EPO. 1l
est a noter que dans certaines expériences (analyse de la morphologie), le SCF et I'EPO
étaient utilisés les cinq premiers jours de culture. Par la suite, pour favoriser la maturation

le milieu de culture était composé d’EPO seule & 20 ng/mL.

La condition favorisant la différenciation des cellules CD34" vers la lignée des cellules
granulocytaires, €tait composée de 20 ng/mL de SCF et G-CSF. Pour la lignée de cellules
monocytaires, le milieu de culture était composé de 20 ng/mL SCF et 20 ng/mL GM-CSF
pendant les cinq premiers jours. Ensuite, ce milieu était remplacé par 20 ng/mL SCF et
20 ng/mL M-CSF pour permettre la maturation. En ce concerne les progéniteurs, la
condition favorisant 1’expansion de ces derniers était composée de 100 ng/mL FL,
100 ng/mL SCF, 100 ng/mL de TPO et 50 ng/mL d’IL-6. Toutes les cytokines
provenaient de Peprotech Inc, a part EPO qui provenait de Bio-legende.

2.2.2. Mise en culture des cellules CD34" au jour zéro

En fonction de 1’expérience, les cellules étaient ensemencées 4 une concentration finale
de 40000 a 100000 cellules dans 1mL du milieu, puis placées dans des plateaux de 24
puits (Costar, Corning Incorporated, Corning, NY, USA) ou 6 puits (Falcon, BD
Labware, Franklin Lakes, NJ, USA). Par exemple, pour la lignée des cellules
érythrocytaires la concentration de cellules au jour zéro était de 40000 cellules/ImL du
milieu, car I’expansion des cellules de cette lignée est trés rapide. Pour la lignée de
cellules granulocytaires ou cellules monocytaires, la concentration cellulaire pouvait étre
100000 cellules/ImL du milieu, car ces cellules ne proliferent pas rapidement. Les
cellules étaient ensuite incubées a 37 °C et 39 °C dans un incubateur (Thermo Scientific
(Revco), Marietta, OH, USA) sous atmosphére humidifiée avec 20 % O, (contrdlé) et
10 % de CO,.
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2.2.3. Compte de cellules, évaluation de la viabilité et dilution

En fonction de I’expérience, la viabilité et le compte des cellules étaient effectués avec du
bleu de trypan 0,4 % (Invitrogen Corporation Gibco product) et a I’aide d’un
hémacymetre (Hauser Scientific, Horsham, PA, USA) a des jours prédéterminés (jours 3,

5,7, 10 et 14), une dilution était effectuée en fonction du nombre de cellules comptées.

2.2.4. Lignée cellulaire érythroleucémique (UT-7/EPO)

La lignée des cellules érythroleucémiques sont des cellules qui expriment trés fortement
le récepteur de I’érythropoiétine (EPO). Apres avoir observé V'effet de 1’hyperthermie
légere sur I'érythropoiese (cellule primaire CD34"). Nous avons voulu vérifier si le(s)
méme(s) effet(s) était(ent) observé(s) sur la lignée érythroleucémique. Pour ce faire, les
cellules UT-7/EPO ont été mises en culture dans un milieu favorisant la différenciation
de ces derniéres. Ce milieu était composé du Dulbecco's Modified Eagle's Medium
(DMEM), 10 % du sérum fetal bovin (FBS) et 10ng/mL d’EPO. Elles ont servi a la mise
au point du protocole expérimental pour les analyses par immunobuvardage, la
concentration d’inhibiteur a utiliser et aussi I’analyse de I’activité de GATA- 1 voir

section 2.3.1.

2.2.5. Analyse en cytométrie en flux

Comme décrites ci-haut, les analyses étaient effectuées a des jours prédéterminés. Pour ce
faire, les cellules étaient comptées (voir section 2.2.3) et un aliquot de 1x10° cellules était
placé dans des tubes falcon de 5 mL (environ 100 pL), la solution était complétée a 200
pL avec de PBS-1 % FBS 0,01 % azide. Ensuite, les anticorps étaient ajoutés en fonction
de la lignée cellulaire étudiée. Pour les cellules érythroides, la composition d’anticorps
utilisé était, un anti-GPA-PE, anti-CD71-APC (BD Pharmaingen).

Apres I’ajout des anticorps, les cellules étaient incubées dans le noir pendant 30 minutes,
puis lavées avec PBS-1 % FBS 0.01 % azide et centrifugées pendant 5 minutes a haute
vitesse dans un Immufuge (Baxter, Mississauga, ON, Canada). Le culot était remis en
suspension dans 0.5 mL de PBS, 1 % FBS 0.01 % azide contenant de I'iodure de

propidium (concentration finale de 5 pg/mL).
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Avant I’analyse par cytométrie, une acquisition était effectuée en premier lieu. Une
région était définie pour sélectionner les cellules nucléées (région R1), puis on retrouvait
les plaquettes et débris dans la région définie (R2). Ces régions étaient définies par la
diffraction axiale (FSC ou taille) et orthogonale (SSC ou granularité) de la lumiére. Les
cellules viables et mortes étaient définies par de I'iodure de propidium(PI) et la taille
(FSC), ainsi cette région était définie R3. Finalement, la région R4 était définie de la
méme maniére et qui était composée de la proportion des cellules positives ou négatives
des anticorps utilisés. Pour finir, les cellules ont été analysées avec un cytométre en flux
FACSCalibur (BD Bioscience, San Jose, CA, USA), en utilisant le logiciel CELLQUEST
pour I’acquisition des données. Ensuite, 1’analyse des données était effectuée avec le
logiciel FCS express 3 research edition (De Novo Software Los Angeles, CA). 1l est a
noter que pour chaque expérience, la proportion de cellules GPA™ était évaluée au jour 0
de culture afin de connaitre I’état de la différenciation des cellules avant la mise en

culture.

2.2.6. Coloration des cellules au Wright GIEMSA

La coloration GIEMSA est la méthode de référence utilisée pour colorer les frottis de
sang périphérique et de la moelle osseuse. Ce colorant contient deux composants
chimiques actifs en contact de I’eau, soit I’azure de méthyléne qui permet de colorer le
noyau en violet foncé et I’éosine qui colore le cytoplasme en violet pile. Pour ce faire, un
aliquot de cellule était déposé sur une lame a microscope (environ de 50000 cellules),
puis centrifugé dans un cytospin (Shandon, Pittsburgh, PEN, USA) a 500 RPM pendant 5
minutes. Ensuite, les cellules étaient fixées au méthanol 100 % pendant 5 minutes. Par la
suite, les lames étaient séchées a la verticale pendant 15 minutes. Aprés, le colorant
GIEMSA (dilution 1/20 dans I’eau) (Sigma, Oakville, ON, Canada) était ajouté sur les
lames, pendant 15 minutes. Apres, les lames ont été lavées 2 fois avec de I’eau type I,
ensuite, séchées pendant 15 minutes. L’analyse des lames était effectuée au microscope
(Nikon Eclipse TE 2000-5) a 100X. La morphologie des différentes cellules était évaluée
a l'aide du livre Clinical Hematology, by A.V. Hoffbrand, J.E. Petit, distributed by
Sandoz Ltd, Basle, Switzerland.
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2.2.7. Expansion des progéniteurs hématopoiétiques

Les cellules isolées du SC ombilical et enrichies en CD34" ont été mises en condition
favorisant I’expansion des progéniteurs pendant quatre jours et incubées a 37°C et 39 °C.
Aux jours 0, 4, 7, et 10, les cultures ont été comptées et des essais CFC (Colony Forming
Cell) ont été effectués dans un milien semi-solide de méthylcellulose selon la
recommandation du manufacturier (Méthocult SFH4436) (Stem Cell Technologies).

Les expansions ont été calculées ainsi;

CFC Total = la somme de BFU-E+ CFU-E+ G/M/GM +GEMM

Expansion totale des CFCs; Expansion cellulaire totale au jour y X fréquence CFC au
jour y/fréquence de CFC au jour 0.

Expansion des progéniteurs spécifiques (eg. CFC-GM) : Expansion cellulaire totale au
jour y X fréquences CFC-GM au jour y/fréquence de CFC-GM au jour 0.

2.2.8. Analyse du cycle cellulaire

Le cycle cellulaire a été étudié en estimant le contenu en ADN des cellules par cytométrie
en flux (BD biosciences) en utilisant I’anticorps Ki-67 et 7-AAD (BD biosciences). Les
cellules enrichies en CD34" ont été mises en culture (voir section 2.2). L’analyse du cycle
a été faite aux jours 0, 3, 5. Pour ce faire, les cellules ont d’abord été lavées avec PBS-
Glucose une fois, ensuite fixées au paraformaldehyde 2 % pendant cinq minutes. Aprés
les cellules ont été lavées deux fois et du triton 0.1 % a été ajouté. Ensuite, les cellules
ont été lavées 2 fois avec du PBS-Glucose et 100 ul de PBS-1 % FBS 0.01 % azide
contenant I’anticorps ki-67 couplé a FITC (BD pharmingen) était ajouté pendant 20
minutes. Aprés ce temps les cellules ont été lavées une fois avec 1mL PBS-1 %FBS
0,01 % azide. Ensuite, 0.5 mL de PBS 1 % FBS 0.01 % azide contenant 7-AAD a 0,25
pg (BD Pharmingen) a été ajouté. L’analyse a été effectuée par cytométrie en flux tel que
décrit par Jordan et coll.[134].

2.3. Les voies JAK/STATS5a/b, PI3K/AKT et MEK/ERK1/2

La phosphorylation de certaines protéines importantes pour la différenciation et le cycle
cellulaire ont été évalués. Nous avons utilisé une technique qui a été développée par

Krutzik et coll. [135], et mise au point dans notre laboratoire par Carl Simard (voir
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Fig.2.2). Cette méthode permet d’étudier la phosphorylation de protéines intracellulaires
par cytométrie. Pour ce faire, les cellules enrichies en CD34" ont été mises en culture
dans le milieu Eave’s base contenant EPO et SCF pendant quatre jours a 37°C. A partir
du jour 4, les cellules ont été lavées 2 fois avec du PBS, et mises en culture dans le milieu
Eave’s base sans cytokine a 37 °C pendant 2 h (le but était d’éliminer ou réduire le signal
induit par les cytokines). Apres les cellules étaient incubées a 37 °C et 39 °C pendant 15
minutes et une heure sans cytokine, puis une partie des cellules étaient incubées a 37 °C
et 39 °C en présence d’EPO pour toute la nuit. Ensuite, aprés I'incubation de 2 h sans
cytokine, les cellules (environ 1x10° cellules) ont été mises dans des tubes Eppendorf en
suivant 1’ordre 37 °C pendant 15 minutes, 39 °C pendant 15 minutes, 37 °C pendant 1
heure, 39 °C pendant 1 heure.

Puis, du formaldéhyde 3 % était ajouté dans chaque tube pendant 15 minutes a
température piéce. Apres, les cellules ont été centrifugées 5 minutes a 8000 RPM, les
culots ont été remis en suspension dans 1mL de PBS et centrifugés a 8000 RPM pendant
5 minutes.

Les culots ont ensuite été remis en suspension dans 95 pL de méthanol 90 %. Par la suite,
le colorant CFSE (Carboxy Fluorescein Diacetate Succinimidyl Ester) a été ajouté aux
cellules en faisant différentes dilutions, pour avoir les concentrations finales de CFSE
500, 1250, 312.5, 78.12, et 15.62 uM. L’ordre était du moins dilué au plus dilué

Apres avoir ajouté le colorant CFSE, les tubes ont été incubés a température piéce
pendant au moins 30 minutes dans le noir. Ensuite, les cellules ont été centrifugées a
8000 RPM pendant 5 minutes. Les culots ont été remis en suspension dans 100 pL de
PBS-1 % BSA puis centrifugés pendant 5 minutes 4 8000 RPM. Cette étape a été
effectuée 2 fois, pour enlever I’excés du colorant. Ensuite, 100 uLL de PBS-1 % BSA a été
ajouté aux tubes 1-4, ensuite, le tout était mélangé ensemble et centrifugé a 8000 RPM
pendant 5 minutes. Le culot a été remis en suspension dans 450 pL de PBS-1 %BSA,
puis séparé dans 9 tubes (40ul chacun). Ensuite, 5 pL de I’anti-CD235-PE a été ajouté
dans chaque tube et 5 pL de x-phospho-protéine, ERK1/2 (pT202), AKT (pS473),
STAT1 (pY701), STAT3 (pY705), STATSa/b (pY694), NF-kBp65 (pS529), PKA-
Rlla(pS473), P38 (pT180/pY 182 et PLCy2(pY759) (BD Pharmingen).
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Apres 30 minutes d’incubation, les tubes ont été centrifugés a 8000 RPM pendant 5
minutes. Les culots ont été remis en suspension dans 0.5mL (2 fois) dans du PBS-
1 %BSA et centrifugés a 8000 RPM pendant 5 minutes. Ensuite, ces culots ont été remis
en suspension dans 0.5 mL de PBS-1 %BSA et les échantillons ont été analysés par

cytométrie.

Stimudale and real with drug

Figure 2.1: Principe de coloration au CFSE
Développée par Krutzik et coll. [135].

2.3.1. Inhibition des voies de JAK/STAT, PI3K/AKT et MEK/ERK1/2
Une inhibition de la voie JAK/STATS5a/b, PI3K/AKT et MEK/ERK1/2 a été effectuée
afin de vérifier si ces voies étaient nécessaires pour 1’effet de I’hyperthermie 1égere. Les
inhibiteurs utilisés lors de ce projet sont: JAK inhibitor I (inhibiteur de JAK)
(Calbiochem), LY294002 (inhibiteur de PI3K) (Cayman Chemical Company), et le
PD98059 (inhibiteur de MEK) (Sigma).

Les inhibiteurs étant toxiques pour les cellules, une étude préliminaire a été effectuée afin
de trouver la concentration a utiliser. Pour ce faire, les cellules UT-7/EPO ont été

utilisées en utilisant différentes concentrations de ces inhibiteurs. Les concentrations
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étaient de OuM, 1uM, 5uM, 20 uM et 50 uM (DMSO, JAK inhibitor I, LY294002 et
PD98059). La phosphorylation des cibles JAK (STATS5a/b), de PI3K (AKT) et MEK
(ERK1/2) a été vérifiée en utilisant la technique décrite en section 2.3. Trois expériences
ont été faites et il s’est avéré que la concentration de 20 pM était suffisante pour
permettre une inhibition compléte de la forme phosphorylée de STATS5a/b, AKT et
ERK1/2. Cette concentration a donc été utilisée avec les cellules CD34". Les cellules
CD34" ont d’abord été mises en culture pendant 4 jours (voir section 2.2). Au jour 4, les
inhibiteurs ont été ajoutés a la culture puis incubées a 37 °C et 39 °C pendant deux jours.
Ensuite, I’apparition de 1a GPA sur les cellules a été vérifiée par cytométrie en flux. Le
but de la pré-incubation des cellules a 37 °C permettait d’avoir la méme population de
cellule avant I’ajout des inhibiteurs (protocole I).

Une autre expérience a été effectuée en mettant les cellules CD34" en condition
favorisant la différenciation des cellules de la lignée érythrocytaire, puis les cellules ont
été incubées au jour zéro a 37 °C et 39 °C pendant 2 jours pour permettre 1’expansion.
Ensuite, les inhibiteurs ont été ajoutés et les cellules ont été incubées a 37 °C et 39 °C
pendant deux jours. A ce jour une analyse par cytométrie en flux a été effectuée pour
vérifier I’apparition de la GPA sur les cellules maintenues a 37 °C et 39 °C (protocole
II).

2.4. Extraits protéiques

Afin d’évaluer I’effet de 1I’hyperthermie légere a court et a long terme sur I’expression
des protéines, deux protocoles expérimentaux ont été développés. Pour ce faire, les
cellules enrichies en CD34" ont été mises a 37 °C pendant 4 jours (section 2.2). Au jour
4, les cellules étaient séparées en deux et incubées 37 °C et 39 °C pour toute la nuit (soit
environ 16 heures), ceci correspondait au protocole I (effet a court terme).

Une autre culture de cellule était effectuée en parallele, en mettant les cellules enrichies
en CD34" en culture en condition favorisant la lignée érythrocytaire, puis incubées 2
39 °C pendant 5 jours, cette culture était le procotole II (effet a long terme de la
température)

Apres 5 jours de culture pour les deux protocoles, un compte cellulaire était effectué avec

le bleu de trypan 0.4 % (Invitrogen Corporation Gibco product). Puis, environ 5x10°
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cellules étaient centrifugées a 1500 RPM pendant 10 minutes pour chaque condition. Les
culots ont été lavés avec 1 mL de PBS et centrifugés a2 1300 RPM pendant 5 minutes a
4 °C Ensuite, les culots étaient remis en suspension dans 80 pL de PBS, puis un aliquot
de 15 pl a été prélevé de chaque échantillon pour le dosage, le reste des cellules étaient
lysées en ajoutant 40 pL sample buffer 3X avec DTT (cette solution contenait 187.5mM
Tris-HC, 150mM DTT, 6 % SDS, 6 %glycérol et 0.3 % bleu bromophénol).

2.4.1. Dosage des protéines par la méthode de Bradford

Le dosage des protéines a été effectué par la méthode de Bradford a partir des aliquots
prélevés en section 2.4. Le concentré de la solution de Bradford contenant le réactif Bio-
Rad Protein assay a été ajouté directement sur les cellules. Afin d’évaluer la
concentration des protéines dans la solution, une courbe standard a été effectuée en
utilisant différentes concentrations de BSA 1 mg/mL (Opg a 20 ug) et le réactif de
Bradford a été ajouté a ces solutions. La densité optique a été mesurée avec le lecteur de
plaque a une longueur d’onde de 595 nm. Le logiciel déterminait directement les
concentrations des protéines a I’aide des résultats de la courbe standard. Pour connaitre la
concentration des protéines dosées, on divisait la concentration donnée par le logiciel sur
la quantité de protéine qui a été utilisé pour le dosage (5 pL). Ensuite, la concentration

finale était déterminée en tenant compte du volume de départ (120 pL).

2.4.2. Analyse des protéines par immunobuvardage

Afin de vérifier le niveau d’expression des protéines de choc thermique (HSP27, HSP60,
HSP70, HSP90) et GATA-1(pS310). Des analyses par immunobuvardage ont été
effectuées. Pour ce faire, les extraits de protéine (voir section 2.4) ont été utilisés. En
fonction de la quantité de protéine dosée, quelques pg de protéines (généralement 2-
6 ng) ont ensuite été séparés sur gel SDS-PAGE 10 %. Avant le dépdt, les échantillons
ont été chauffés a 95 °C 5 minutes, puis refroidis sur la glace. Une électrophorése a été
effectuée a 120 volts pendant 1-1h20 dans le tampon de migration (0,1 % (p/v) SDS,
25mM Tris et 192mM de glycine), un standard de poids moléculaire a aussi été utilisé
(Kaléidoscope Prestained Standard; BIO-RAD). Ensuite, les protéines ont été transférées

sur une membrane PVDF (Fisher) pendant une heure 2 100Volt 4 °C, dans le tampon de
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transfert qui était composé de [12.12 g Tris (25mM), 57.6 g glycine (192mM), 400 ml
méthanol]. Apres, les membranes ont été bloquées pendant une heure dans la solution de
blocage a température piece. Pour les phospho-protéines, la solution de blocage était
composée de TTBS (20 mM TRIS pH7.6, 150 mM NaCl, 0.1 % Tween-20) 3 % BSA +
3 % gélatine de poisson. Pour les HSPs, la solution de blocage était composée de TTBS +
5 % de lait. Les membranes étaient ensuite lavées avec du TTBS 3 fois pendant 5
minutes. Les HSPs, GATA-1(pS310) (1/3000) (Signalway Antibody), GATA-1 total
(1/5000) (Santa Cruz), HSF1 (pS326) (Abcam) ont ensuite été détectés grice aux
anticorps polyclonaux de lapin anti-HSPX humain (les anticorps HSP27 (1/10000),
HSP60 (1/20000) et HSP90 (1/10000) ont été généreusement offerts par le Dr Tanguay
Robert du département de biologie moléculaire, de biochimie médicale et de pathologie,
de I’Université Laval). Les membranes ont été incubées toute la nuit & 4 °C.

Le lendemain les membranes ont été lavées 3 fois avec du TTBS pendant 5 minutes, puis
les anticorps secondaires couplés a la peroxydase ont été ajoutés. Tous les anticorps
contre les HSPs ainsi que GATA-1 (pS310) étaient produits chez le lapin, donc un anti-
lapin produit chez la chévre (Jackson Immuno Research) a été utilisé.

A 1a fin, une réaction de chimiluminescence a été effectuée pour détecter les protéines en
suivant les recommandations du manufacturier (GE Healthcare). Un contrdle d’actine
était effectué a chaque expérience. Pour ce faire, un Anti-actine (rabbit Sigma-Aldrich)
était ajoutée sur les membranes (dilution 1/2000 dans la solution de blocage) pendant 1
heure a température pieéce. Ensuite, les membranes étaient lavées et un anticorps
polyclonal de chévre anti-IgG de lapin couplé a la peroxydase était ajouté pendant 1
heure. Les membranes étaient lavées 3 fois avec du TTBS pendant 5 minutes. A la fin,

une réaction de chimiluminescence a été effectuée pour détecter la protéine.

2.5. Analyse de P’activité transcriptionnelle de GATA-1

Le plasmide utilisé provenait du laboratoire de Dr Adam N Goldfarb (Deparment of
Pathology, University of Virginia), il y avait un contréle négatif sans insert et un
deuxiéme plasmide avec comme insert le promoteur humain (région -598 i 32) de allb

(PGL3allb) [136]. Ce promoteur est activé fortement par GATA-1.
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2.5.1. Transformation bactérienne par éléctroporation

La bactérie E.cloni (Luc:igen® Corporation, Middleton, WI USA) a été utilisée. Pour ce
faire, un échantillon de E.cloni (25 pL) fraichement sortie de -86 °C a été mise dans la
glace pendant 20 minutes. Ensuite, 10 ng cellule/ADN a été mis sur les cellules
bactériennes, puis mélangé ensemble. Ensuite, cette culture a été transférée dans une
cuvette de 0.1 cm (Invitrogen, Burlington, ONT, Canada). L’ ADN plamisdique a été dosé
au préalable au Nanodrop. La cuvette a ensuite, été placée dans 1’appareil a
électroporation (Gene pulserm, BIORAD, Missisauga, ONT, Canada). Un électrochoc a
été effectué a 6000 hms, 10 pF et 1800Volt pendant 10 secondes. Ensuite, la culture a été
transférée dans un Eppendof et ImL de solution Recovery Meduim (Lucigen®
Corporation, Middleton, WI USA) a été ajouté. Le mélange a été incubé a 37 °C, 250
RPM pendant 1 h a avec agitation (Innova TM4000, New Bruswick CO inc; Edison, NJ,
USA). Ensuite, 100 pL de cette culture a été mis dans une boite de pétri LB-agar
ampicilline (5g de Trypton, 5g de Yeast Extract, 5 g de NaCl (fisher) , 7,5 g d’agar et
100 pg/ml d’ Ampicilline (Sigma)). La boite de pétri a été incubée pour la nuit (environ
16 h) dans un incubateur & 37°C (Shel Lab : Cornelius, Oregon, USA).

2.5.2. Mini-préparation et Midi-préparation d’ADN plasmidique

Afin de vérifier si le plasmide contenait 1’insert allb, un extrait d’ADN a été effectué.
Pour ce faire, le kit de QIAprep Spin Miniprep de QIAGEN a été utilisé et les
instructions du fabricant ont été suivies.

Apres avoir vérifié que le plasmide contenait I’insert désiré, le kit de HiSpeed Plasmid
Midi de QIAGEN a été utilisé pour avoir une quantité suffisante d’ADN. Les instructions

du fabricant ont été suivies pour réaliser cette étape.

2.5.3. Congélation de la culture bactérienne
Le reste de la culture dans la section 2.6.2 a été conservé, en ajout 500 uL de glycérol

30 % stérile a 500 pL de la suspension bactérienne et conservée a -80°C.

56




2.5.4 Digestion avec les enzymes de restriction

Le laboratoire qui a nous a remis les plasmides nous a aussi fourni les sites d’insertion du
promoteur allb. La digestion du plasmide contenant I'insert a été faite avec Xhol et
HindIII (Biolabs). Le tampon utilisé était celui fourni par le fabricant, la concentration
finale du tampon devait étre de 1X. Une digestion a été faite par enzyme, et aussi une
double digestion a été effectuée, le controle sans insert a aussi été digéré par les mémes

enzymes les instructions du fabricant ont été suivies pour réaliser cette étape.

2.5.5. Electroporation des cellules UT-7/EPO

Apreés avoir obtenu une quantité suffisante d’ADN plasmidique par Midi-préparation
plasmidique, environ 10 millions de cellules UT-7/EPO ont été mises en culture (section
2.2.4) pendant 4 jours. A ce jour, environ, les cellules ont été lavées avec du PBS-
Glucose et les culots de 5 millions de cellules ont été remis en suspension dans 800 uL de
milieu RPMI 1640 (Roswell Park Memorial Institute medium). Pour chaque condition,
15 pg de I’ADN plasmidique de PGL3 (ie PGLCTL, ou PGL3allb) et 1 pg de eYFP ont
été mélangés avec les cellules puis transféré dans une cuvette 0.4 cm (Invitrogen,
Burlington, ONT, Canada). La cuvette a ensuite été placée dans I’appareil a
électroporation (Gene pulserm, BIORAD, Missisauga, ONT, Canada). Ensuite, un
électrochoc a été effectué pour insérer les ADN dans les cellules a ©© Ohms, 60 pF et

280Volt pendant 10 secondes.

2.5.6. Essai de la luciférase

Les cellules de section 2.5.6 ont été incubées a 37 °C et 39 °C pendant 48h. Ensuite, les
cellules transfectées ont été analysées par cytométrie afin de vérifier le pourcentage de
cellules a eYFP positive. Apres, I’essai du test de la luciférase a été effectué. Le kit de la
compagnie proméga a été utilisé selon la recommandation du manufacturier (Promega
Corporation, catalogue E4030). Inmédiatement I’analyse a été effectuée au luminomeétre
une minute selon les recommandations du manufacturier (The Thermo Scientific
Luminoskan® Ascent microplate luminometer). L’appareil était déja programmé pour ce

genre d’essai (une minute pour faire I’essai).
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2.5.6.1. Analyse des données de I’essai de la luciférase

Les données étaient analysées de la fagon suivante : tout d'abord, I'ADN plasmidique de
eYFP a été utilisé pour évaluer I'efficacité de la transfection (mesure de la proportion de
cellules eYFP+ par cytométrie). Les données du test de la luciférase étaient divisées par
le pourcentage de cellule eYFP positive. Ensuite, la valeur obtenue par le luminomeétre
avec le plasmide avec insert était divisée par celle du CTL (vecteur luciférase sans

promoteur).

2.6. Analyse statistique

Tous les résultats ont été analysés avec le logiciel Microsoft Excel, les niveaux de
confiances ont été déterminés par le Test Student (t). Le seuil de signification était p<
0.05.

2.7. Calcul de la proportion de cellules 8 GPA+ a 39 °C

0 0
Augmentation de GPA+ (39 °C) = (%GP il o e S C)JXIOO

%GPA+ (39°C)

2.8. Calcul de perte de ’effet de I’HL sur la différenciation

Soit EHL : effet de I’HL. Ce dernier était calculé comme suit :
EHL (contrdle DMSO) = % GPA+ a 39 °C - %GPA+ a4 37 °C
En présence des inhibiteurs :

AGPA (x inhibiteur) = %GPA+ (cellules & 39 °C avec inhibiteur x) - %GPA+ (cellules a

37 °C avec inhibiteur x).
Ensuite la perte de I’EHL était calcul de la fagon suivante :

Perte EHL = (EHL - GPA (x inhibiteur)/EHL*100




3. Résultats

Les études antérieures réalisées par notre équipe avaient permis de montrer que
I’incubation des cellules souches enrichies en CD34" issues du SC ombilical & 39 °C
favorisait une augmentation de I’expansion totale, ainsi qu’'une accélération de la

différenciation et de la maturation des cellules vers la voie des cellules mégacaryocytaires

Cependant, tous les travaux effectués jusqu’a présent sur I’effet de I’'hyperthermie 1égére
étaient concentrés sur la lignée des cellules mégacaryocytaires. Par conséquent, il restait a
caractériser 1’effet de 1’hyperthermie légere sur les autres lignées de la voie myéloide.
Pour ce faire, il fallait vérifier si I'incubation des cellules CD34" issues du SC 2 39 °C en
condition favorisant la différenciation de la lignée des cellules érythrocytaires,
granulocytes et monocytes montrait le méme résultat, que ce observé avec les Cellules
MKs.

Afin de faciliter la compréhension des résultats de ce projet, tous les résultats de la lignée
des cellules érythroides seront présentés en premier. Ensuite, les résultats de 1’effet de
I’hyperthermie légere sur les cellules granulocytes et monocytes seront présentés. Pour
finir, les résultats de 1’effet de 1’hyperthermie 1égére sur 1’expansion des progéniteurs

suivront.

3.1. Impact de ’hyperthermie légere sur 1I’érythropoiése

3.1.1. Impact a 39°C sur I’expansion des cellules érythrocytaires

Dans le but de mieux accomplir nos expériences, nous avions effectué des études
préliminaires permettant de choisir les jours d’analyses. Les résultats de ces expériences
nous ont permis de choisir les jours 3, 5, 7, 10, 14 comme étant les jours de comptes
cellulaires, dilutions ainsi que I’analyse par cytométrie en flux. Deés lors, toutes nos
expériences concernant la différenciation, 1’expansion et de la maturation ont été réalisées

en 14 jours de cultures.
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L’incubation des cellules CD34" (en condition favorisant la différenciation des cellules
de la lignée érythroide) a 39 °C favorise une augmentation de I’expansion des cellules.
En effet, a partir du jour 5 de culture, un accroissement de I’expansion des cellules en
condition favorisant la différenciation de la lignée érythrocytaire était observé pour les

cultures maintenues a 39°C (Fig.3.1A) comparativement a celles maintenues a 37 °C.

L’analyse de la Fig.3.1B de I’expansion totale des cellules CD34" en condition favorisant
la différenciation de la lignée érythrocytaire en fonction du jour de culture, montre aussi
une augmentation de ’expansion des cellules et statistiquement significative (p<0.01) des
le début de culture soit une expansion de 25.3 + 3.5 (moyenne + ETM) fois a 39 °C

comparativement au controle a 37 °C soit une expansion de 7.4 + 1.5 fois au jour 5.

Finalement, I’analyse de la Fig.3.1C montre une augmentation de 1’expansion totale de
cellules GPA* a 39 °C a partir du jour 3 (p<0.01) par rapport au controle a 37 °C. Ces
résultats montrent que I'impact de I’hyperthermie légére sur I’expansion des cellules
CD34" vers la voie des cellules érythroides est observé entre 3-5 jours, plus tot que celui
observé avec la lignée des cellules MKs soit au jour 7. En effet, les travaux réalisés par
Pineault et coll. [116], ont permis de mettre en évidence que 1’hyperthermie légere
favorise 1’augmentation de 1’expansion des cellules CD34" vers la voie des cellules Mks

en 7 jours de cultures des cellules a 39 °C.

Par ailleurs, I’hyperthermie légeére n’avait pas d’effet sur la viabilité cellulaire des
cellules CD34" en condition favorisant la différenciation des cellules de la lignée
érythrocytaire, sauf en fin de culture ol la viabilité était légérement diminuée pour les
cultures maintenues a 39 °C par rapport a celles maintenues a 37 °C (résultats non

montrés).
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Figure 3.1: Impact & 39 °C sur I’expansion des cellules de la lignée érythrocytaire

A : Photo de culture de cellules CD34" en condition favorisant la différenciation des
cellules de la lignée érythrocytaire au jour 5, données d’une expérience représentative.
B : Expansion totale sur une période de 14 jours des cellules CD34" en condition
favorisant la différenciation des cellules de la lignée érythrocytaire (MOY + ETM,
*#¥p<0.01, n=3). C: Expansion totale sur une période de 14 jours des cellules GPA".
Données de 3 expériences indépendantes (MOY + ETM, **p<0.01, n=3).




62

3.1.2. Impact a 39 °C sur la différenciation des cellules érythroides

Apres avoir vérifié I’effet de 1’hyperthermie 1égére sur 1I’expansion des cellules CD34"
vers la voie des cellules érythroides, nous avons aussi voulu vérifier son effet sur la
différenciation des cellules CD34" en cellule érythroide. Pour ce faire, les cellules
enrichies en CD34" ont été mises en culture en condition favorisant la différenciation des
cellules de la lignée érythrocytaire pendant 14 jours. Nous avons effectué des analyses
par cytométrie, afin de vérifier I'apparition de I’antigéne de surface des cellules
érythroides : la GPA (cultures maintenues a 37 °C et a 39 °C). Selon ce qui peut étre
observé sur a la Fig.3.2A-B, on observe que la proportion de cellules GPA" est trés
négligeable soit 1,8 %. Aprés la mise en culture des cellules, on remarque que la
proportion de cellules 3 GPA" est plus élevée a 39 °C comparativement a 37 °C, une
augmentation de 30 % et 15 % de plus de cellules sont GPA" A 39 °C au jour 5 et 7
respectivement par rapport au contrdle (voir section 2.8 pour détail des calculs). Ces
résultats évoquent donc que I’hyperthermie légére permet une accélération de la
différenciation de cellules érythroides puisque nous avons observé une apparition précoce
de cellules GPA" dans les cultures maintenues a 39 °C. L’accélération de la
différenciation des cellules a 39 °C était hautement significative (p<0.01) aux jours 5 et 7
de culture, aprés il n'y a pas de différence significative de cellules GPA" entre les
cultures maintenues a 37 °C et 39°C. De plus, une forte augmentation de la population de
cellule double positive CD71/GPA était aussi observée pour les cultures maintenues a

39 °C par rapport au contrdle a 37 °C (Fig.3.2A).

Ces résultats vont dans le méme sens que ceux observés avec la lignée des cellules MKs.
En effet, Pineault et coll. [116], avait montré une accélération de la différenciation des
cellules MKs (apparition rapide du phénotype de différenciation des Cellules MKs :
CD42b) aprés 4 jours de culture des cellules CD34" en condition favorisant la
différenciation des cellules de la lignée des Cellules MKs a 39 °C. De fagon globale,
I’hyperthermie légere favorise une accélération de la différenciation ainsi qu’une
augmentation de Iexpansion des cellules CD34" en condition favorisant la

différenciation  des  cellules CD34" vers la lignée  érythrocytaire.
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Figure 3.2: Impact & 39 °C sur la différenciation des cellules érythroides
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GPA-APC

A : Apparition des marqueurs de surface GPA et CD71 sur les cellules en culture
maintenues a 37 °C et 39 °C aux jours 5 et 7. Données d’une expérience représentative
(n=3). B : Progression de |’apparition de I’antigéne de surface la GPA sur une période de
14 jours pour les cultures maintenues a 37 °C et 39 °C (**p<0.01). MOY = ETM de 3
expériences indépendantes.




3.1.3. Impact a 39°C sur la maturation des cellules érythrocytaires

Les expériences précédentes confirmaient une apparition précoce du phénotype GPA
pour les cultures maintenues a 39 °C. Par conséquent, il était donc possible que les
cellules incubées 39 °C soient plus avancées dans la maturation comparativement au
contrdle a 37 °C.

Dans lintention de vérifier cette hypothése, nous avons effectué des analyses
morphologiques pour évaluer les différentes étapes de différenciation des cellules de la
lignée érythrocytaire. Les cellules CD34 ont été incubées a 37 °C et 39 °C en utilisant
une condition favorisant la différenciation vers la lignée des cellules érythroides. Ensuite,
les cellules ont été colorées avec le colorant Wright GIEMSA, puis analysées au
microscope.

Lors de la différenciation des cellules érythroides, les précurseurs des cellules érythroides
nucléés progressent pour former des proérythroblastes et érythroblastes basophiles,
polychromatophiles, pycnotiques, réticulocytes (cellules énuclées).

Sur la Fig 3.3A a partir du jour 10, un changement morphologique a été observé pour les
cultures maintenues 39 °C par rapport au controle a 37 °C. En effet, la majorité des
cellules a 39 °C étaient des cellules pycnotiques, alors que la majorité des cellules
maintenues a 37 °C n’étaient pas encore rendues a cette étape de la différenciation.

Au jour 7 de culture, 30 % des cellules étaient des cellules érythroblastes basophiles
(cellules érythrocytes immatures) a 39 °C (Fig.3.3C) par rapport a une proportion de
60 % de cellules érythroblastes basophiles a 37 °C (Fig.3.3B). Ceci suggere que la
majorité des cellules nucléées a 37 °C étaient encore au premier stade de différenciation
des cellules érythroides par rapport a celles maintenues a 39 °C.

Un autre phénomeéne intéressant a été observé au méme jour, ot 60 % des cellules étaient
des cellules érythroblastes polychromatophiles (cellules érythrocytes moyennement
matures) a 39 °C comparativement a environ 40 % de cellules qui étaient rendues au
méme niveau de la différenciation a 37°C. Ainsi, la majorité des cellules maintenues a
39 °C étaient donc plus avancée dans la maturation par rapport au contrdle a 37 °C

Aprés 10 jours de culture des cellules CD34" en condition favorisant la différenciation

vers la lignée des cellules érythroides maintenues a 37 °C et 39 °C, un autre fait




65

intéressant a été observé. A cet égard, il y avait une proportion de 42 % + 13 de cellules
qui étaient pycnotiques (étape avant I’énucléation) a 39 °C (Fig.3.3C) comparativement a
seulement 26% + 13 de cellules au méme stade de différenciation a 37 °C (Fig.3.3B).

Finalement, a la fin de culture au jour 14, un dernier phénoméne trés intéressant a
également été observé. Une proportion de 15 % + 1.7 de cellules étaient réticulocytes
(cellules énuclées) a 39 °C (p<0.01), par rapport 2 5 % * 1.7 de cellules qui étaient
rendues a la méme étape a 37 °C. Ces résultats intéressants suggérent que 1’incubation

des cellules a 39 °C permet une accélération de la maturation des cellules érythroides.
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Figure 3.3: Impact a 39 °C sur la maturation des cellules érythroides

Les cellules CD34" ont été cultivées pendant 14 jours dans un milieu favorisant la différenciation
des cellules érythroides pendant les 5 premiers jours, et avec EPO seulement pour les 9 derniers
jours. Incubation faite soit a 37 °C et 39 °C. Aux jours, 7, 10 et 14, les cellules ont été colorées au
GIEMSA puis analysées au microscope A : photo de cellules érythroides aux jours 7, 10 et 14 a
37°C et 39°C B : Distribution des cellules érythroides dans les différentes étapes de maturation en
fonction du temps & 37 °C MOY £ ETM. C: Distribution des cellules érythroides dans les
différentes étapes de maturation des cellules érythroides en fonction du temps a 39 °C
(**p<0.01). MOY + ETM. Données de 3 expériences indépendantes.
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3.1.4. Impact a 39°C sur I’entrée en cycle cellulaire des cellules CD34"

Nos résultats montraient un accroissement de I’expansion des cellules maintenues a
39°C, ce phénomeéne observé pouvait étre dii 2 une modification de la vitesse de 1’index

de prolifération de ces cellules, et ce, en affectant le cycle cellulaire.

Ainsi, I'étape suivante des travaux était de vérifier si I'incubation des cellules a 39 °C
permettait une entrée plus rapide des cellules CD34" en cycle cellulaire. Pour vérifier
cela, les cellules CD34" ont été mises en culture en condition favorisant de
différenciation des cellules de la lignée érythrocytaire et incubées a 37 °C et 39 °C. La
proportion de cellules en GO, G1 et S/G2/M ont été évaluées par cytométrie en suivant
I’expression de I’antigéne Ki-67 (exprimé par les cellules en cycle actif) tel qu’il a été

décrit par Jordan et coll. [134].

L’analyse de la Fig.3.4B permet d’observer que la majorité des cellules CD34" étaient
quiescente (GO) ou encore en G1 au jour 0. Aprés 3 jours de culture, un fait trés
intéressant de I’effet de I’hyperthermie légere sur le cycle cellulaire a été observé. En
effet, a ce jour, il y avait une diminution de 15 % de la proportion de cellules en GO a
39 °C (Fig.3.4D) (45.3 % des cellules en GO a 39 °C) par rapport au contrdle a 37 °C
(53.5% de cellule en GO) (Fig.3.4C). Ce qui semblait indiquer que les cellules
maintenues a 39 °C entraient plus rapidement en cycle. Au méme jour de culture, une
augmentation de population des cellules en S/G2/M a 39 °C (29.8 % + 0.51 de cellule en
S/G2/M) a aussi été observée comparativement a celles maintenues a 37 °C (12.3 % +
0.2)(Fig.3.4E), il est également important de noter que cette différence était
statistiquement significative p<0.01 (n=3). Finalement, aprés 5 jours de culture, la
majorité des cellules étaient en cycles a 37 °C et 39 °C, par contre, il y avait une légére
augmentation (p<0.01 n=3) de la proportion des cellules en S/G2/M a 39 °C (41.5 % *
0.7) par rapport a 37 °C (38.5 % + 0.26) (Fig.3.4F). Ainsi, de facon générale, les cellules
incubées a 39 °C entraient plus tot en cycle (de GO en Gl, et G1 en S/G2/M)), et la
proportion de cellules en S/G2/M étaient significativement plus élevées pour les cellules

maintenues a 39 °C lors des 5 premiers jours de culture.
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Figure 3.4: Impact a 39 °C sur le cycle cellulaire des cellules érythroides

A : Contréle isotypique pour le marquage de Ki-67. B : Etude du cycle cellulaire des
cellules CD34" au jour 0. C: Apparition du phénotype Ki-67 au jour 3 a2 37°C D:
Expression de Ki-67 au jour 3 & 39 °C E: Proportion de cellules en fonction des
différentes étapes du cycle cellulaire au jour 37°C et 39°C (**p<0.01 n=3). F:
Proportion de cellules en fonction des différentes étapes du cycle au jour 5 a 37 °C et
39 °C (**p<0.01 n=3). MOY = ETM de 3 expériences indépendantes. Donnée d’une
expérience représentative présentée en A-D (n=3).
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3.2. Mécanisme potentiellement impliqué a 39°C sur I’érythropoiése

Le ou les mécanisme(s) impliqué(s) dans I’effet de I’hyperthermie légére sur la
différenciation et 1’expansion des cellules érythroides n’est ou ne sont pas encore
connu(s). Nous avons suivi trois étapes pour mieux caractériser le ou les mécanisme(s)
impliqué(s). La premiére étape était d’établir un protocole expérimental hautement

reproductif qui pouvait servir de plateforme pour identifier les molécules clés impliquées.

Ce protocole consistait 2 mettre cellules CD34" en expansion dans un milieu favorisant la
différenciation en cellules érythroides pendant 4 jours a 37 °C, afin de produire une
grande quantité de cellules érythroides plus ou moins aux mémes stades de maturation.
Par la suite ces cellules pouvaient étre incubées a 37 °C ou 39 °C pendant 15 minutes ou
1 heure (protocole I), ou encore toute la nuit (protocole II). Cela permettait de déterminer
I'impact de I’hyperthermie légére a court et moyen terme, respectivement. Pour les
cultures incubées toute la nuit a 37 °C et 39 °C, une analyse de I’expression de GPA par
cytométrie était effectuée afin de vérifier si I’effet de I’hyperthermie légére sur la
différenciation était conservé. Ces analyses ont permis de montrer qu’une incubation
d’une nuit a 39 °C était suffisante pour obtenir un effet prononcé de I’hyperthermie 1égeére
sur la différenciation puisqu’il y avait une augmentation de 12 % de la proportion de
cellules GPA™ 2 39°C (Fig.3.5C- D). Ces deux protocoles ont donc été utilisés pour
I’analyse de l'effet de I’hyperthermie légere sur la modulation de la signalisation
intracellulaire en utilisant la technique de cytométrie développée par Krutzik et coll.
[135] et décrite en section 2.3. Il est a noter que concentration standard de cytokine a été
doublée (soit 40 ng/mL de SFC et 4 U/mL d’EPO).
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Figure 3.5: Protocoles expérimentaux a 39°C a court terme (15 minutes et une 1 h)
et 2 moyen terme (o/n) des cellules en condition érythroides.

Les cellules CD34" ont été mises en expansion pendant 4 jours a 37 °C A : Contrdle
isotypique. B : Apparition du phénotype GPA au jour 4 pour les cultures maintenues a
37 °C C : Apparition du phénotype GPA au jour 5 pour les cultures maintenues a 37 °C
toute la nuit. D : Apparition du phénotype GPA au jour 5 pour les cultures maintenues a
39 °C toute la nuit. Données d’une expérience représentative présentées.

La seconde étape était de déterminer quelles molécules pouvaient étre potentiellement
impliquées dans la médiation de I’effet de 1’hyperthermie 1égére. Dans un premier temps,
nous avons analysé les molécules impliquées dans la transduction du signal induit par
I’EPO-R (section 1.3.6). Ensuite, nous avons sélectionné les protéines qui assurent un
role important dans la différenciation, la survie et la prolifération des cellules érythroides.

La question a résoudre a ce niveau était de savoir si I’hyperthermie légére favorisait
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’activation de ces protéines, en permettant peut-étre la dimérisation du récepteur d’EPO

en absence d’EPO (protocole 1) et en présence d’EPO (protocole II).

Dans le but de mieux réaliser notre étude, nous nous sommes basés sur les résultats des
travaux de Lin et coll. [129]. Ces auteurs avaient apporté que I’hyperthermie 1égére
favorisait I’activation du récepteur d’EGF sans la présence de cette cytokine. Par
conséquent, il était donc possible que I’hyperthermie légére puisse aussi permettre
I’activation du récepteur d’EPO en absence d’EPO. Le protocole expérimental I était
idéal pour clarifier cette hypothése. En ce qui concerne, le protocole II, ce dernier nous
permettait de vérifier s’il y avait une différence de la forme phosphorylée des protéines

sélectionnées et incubées a moyen terme a 37 °C et 39 °C en présence d’EPO.

Finalement, la troisitme étape consistait d’étudier ’effet de I’hyperthermie légére sur
I’expression des protéines de choc thermique ainsi que sur 'activité du facteur de
transcription GATA-1. Le systéme expérimental développé a I’étape 1 a été utilisé en

partie pour ce travail.

3.2.1. Modulation des voies JAK/STAT, PI3K/AKT et ERK1/2 a 39 °C

Tel que décrit ci-dessus les deux protocoles ont été utilisés pour effectuer I’analyse de
I’état d’activation (phosphorylation) des molécules de signalisation. D’aprés ce qui peut
étre observé sur la Fig.3.6A, il y avait une augmentation de 33.5 % de I'intensité de
fluorescence de STAT5a/b (pY694) pour les cultures maintenues toute la nuit a 39 °C
(Mean Fluorecsence Intensity (MFI) 67.6 + 7.0) comparativement aux cellules
maintenues a 37 °C (MFI 44.9 + 2.0). Ainsi, la phosphorylation de STAT5a/b semblait

augmenter pour les cultures maintenues 39 °C

A partir des cellules de la Fig.3.6B, le méme type d’analyse de signalisation a été
effectué, mais cette fois-ci en faisant une culture des cellules CD34" sans d’EPO et
incubées a 37 °C et 39 °C pendant une heure. Un accroissement de 26 % 1’intensité de
fluorescence de STATSa/b(pY694) a été observé pour les cultures maintenues a 39 °C

soit (MFI 15.8) comparativement aux cellules maintenues a 37 °C soit (MFI 11.6). Ceci
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suggere que quelque soit le temps d’incubation des cellules a 39 °C pour toute la nuit ou
1 h a 39°C, il était possible d’observer une plus grande intensité de fluorescence de
phospho-STAT5a/b, suggérant une augmentation d’activité de cette protéine. De ce fait,
nous pourrions supposer que 1’incubation des cellules CD34" en condition favorisant la
différenciation des cellules de la lignée érythrocytaire a 39 °C permet I'activation de
STATS5a/b.

A partir des cellules utilisées précédemment, une augmentation 21 % de I’intensité de
fluorescence d’AKT (pS473) a été observée pour les cultures maintenues a 39 °C a court
terme (maximal a 15 minutes), une MFI de 17.5 + 1.5 comparativement 3 MFI 14.5 + 0.3

pour les cellules maintenues a 37°C (Fig.3.6C).

Finalement, une culture de cellules CD34"* sans d’EPO et incubée a 37 °C et 39 °C a
court terme (maximal a une heure), une augmentation 45 % de I’intensité de fluorescence
de ERK1/2 (pT202) était également observée pour les cultures maintenues a 39 °C (MFI
15.3 £ 1.9) comparativement a celles maintenues a 37 °C (MFI 8.4 + 0.2). (Fig.3.7D).

Ces différents résultats montrent une augmentation de I’intensité du signal des protéines
étudiées, suggérant de ce fait, un accroissement d’activité de STATSa/b, AKT et ERK1/2.
Ainsi, I’activation de ces protéines peut-étre favorisée par I’hyperthermie légére en
absence d’EPO. L’analyse de la phosphorylation des autres protéines (STAT1 (pY701),
STAT3 (pY705), NF-kBp65 (pS529), PKA-RIla(pS473), P38 (pT180/pY182 et
PLCy2(pY759) de signalisation mentionnées n’a pas donné de résultats reproductibles

(résultats non montrés).
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Figure 3.6: Impact a 39 °C sur la phosphorylation de STAT5a/b, AKT et ERK1/2

Analyse par cytométrie intracellulaire des niveaux phosphorylés des proétines STATS5a/b,
AKT et ERK1/2. A : Intensité de fluorescence de STAT5a/b (pY694) en fonction de la
température pour la culture en présence Epo toute la nuit a 37 °C et 39°C B : Intensité de
fluorescence de STATS5a/b (pY694) en fonction de la température pour les cultures sans
EPO incubées 1 h a 37 °C et 39 °C C: Intensité de fluorescence d’AKT (pS473) en
fonction de la température pour les cultures sans EPO incubées 15 minutes a 37°C et
39 °C D : Intensité de fluorescence de ERK1/2 (pT202) en fonction de la température
pour les cultures sans EPO incubées 1 h a 37 °C et 39 °C MOY + ETM. Données de trois
expériences indépendantes.
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3.2.2. Impact des inhibiteurs JAK/STAT, PI3K/AKT et MEK/ERK1/2

Aprés avoir montré que I’activation de STAT5a/b, AKT et ERKI1/2 semblaient étre
modulées par I’hyperthermie légere, I’étape suivante était de vérifier si I’activation de ces
voies était nécessaire et suffisante pour avoir I'effet de I'hyperthermie légere sur la

différenciation des cellules érythroides.

Dans le but de réaliser cette étape, nous avons utilisé des inhibiteurs contre ces voies en
proposant le modele présenté a la Fig.1.13. Les inhibiteurs utilisés étaient : JAK Inhibitor
I (JAK), Ly294002 (PI3K) et PD98059 (MEK). Ces inhibiteurs qui agissent sur les
protéines a I’aval du signal devraient donc annuler I’activation des protéines STAT5a/b,

AKT et ERK1/2, respectivement.

En premier lieu, nous avons développé deux protocoles qui se rapprochent des précédents
afin de vérifier I’effet de I’hyperthermie légére a court et moyen terme. Les cellules
CD34" ont été placées en culture pendant 4 jours 2 37 °C et une analyse par cytométrie a
été effectuée pour vérifier la proportion de cellules GPA™ (Fig.3.7B) (protocole I a court
terme). Le but était d’avoir la méme population de cellules avant 1’ajout des inhibiteurs.
Pour le protocole III (constitutif et moyen terme a 39°C), les cellules CD34" ont été
placées en culture au jour 0 a 37 °C et 39 °C pendant 2 jours, puis une analyse par
cytométrie a été effectuée pour vérifier la proportion de cellules GPA* avant I’ajout des
inhibiteurs (Fig.3.7C-D). Aprés 4 jours de culture des cellules CD34" 4 37 °C et avant
I’ajout de I'inhibiteur, 14 % des cellules étaient GPA* (Fig.3.7B,).

Avec le protocole IIL, 1a proportion de cellules GPA™ a 39 °C était supérieure qu’a 37 °C
(8.5 vs 6.1 %) (Fig. Fig.3.7C-D). Les inhibiteurs ont donc été ajoutés aux cellules soit
aux jours 4 ou 2 pour les protocoles I et IIl, puis incubées a 37 °C et 39 °C pendant 2
jours. Ensuite, la proportion de cellules GPA" a été mesurée par cytométrie pour les
cellules en présence de I’inhibiteur ou le contréle DMSO (car les inhibiteurs étaient
dissous dans le DMSO). Une dose optimale de 20 pM (préalablement définie avec les

cellules UT-7/EPO) a été utilisée pour chacun des inhibiteurs (voir section 2.3.1).
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Figure 3.7: Protocoles de culture I et III pour les tests d’inhibiteurs

Protocole I: Les cellules CD34" étaient placées en culture pendant 4 jours a 37 °C dans
un milieu favorisant la différenciation des cellules érythrocytaires, puis au jour 4 une
analyse par cytométrie a été effectuée pour vérifier I’apparition de la GPA. Protocole I1I :
Les cellules CD34" étaient placées en culture 2 37 °C et 39 °C pour deux jours, ensuite
une analyse par cytométrie a été effectuée pour vérifier I’apparition de la GPA. A :
Controle isotypique. B : Apparition du phénotype GPA pour les cultures maintenues a
37 °C au jour 4. C : Apparition du phénotype GPA au jour 2 pour les cellules 2 37 °C D :
apparition du phénotype GPA pour les cultures maintenues a 39 °C au jour 2. Données
d’une expérience représentative.

En utilisant les protocoles I et III, nous avons pu étudier les effets des inhibiteurs sur la
différenciation des cellules érythroides. La Fig.3.8A, montre qu’une inhibition de JAK
conduit & une perte considérable de I’effet de I’hyperthermie 1égére sur la différenciation.

En effet, 43.0 % + 4.5 et 47.0 % * 0.5 des cellules étaient GPA™ pour les cultures en
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présence des inhibiteurs de JAK et PI3K a 39 °C, comparativement a une proportion 43,8
% + 7.0 de cellules GPA™ pour le contrdle DMSO a 37°C. Par conséquent, une méme
proportion de cellules GPA™ était atteinte pour les cultures maintenues a 39°C avec les
inhibiteurs par rapport au contréle & 37°C sans inhibiteur avec le protocole I. Ceci
suggere que ces voies sont nécessaires a l’effet de I’hyperthermie légére sur la
différenciation. Cependant, elles sont également importantes pour les cultures maintenues
a 37 °C, puisqu’on observait une légére diminution de la proportion de cellules GPA™
37 °C en présence des inhibiteurs. Nous avons aussi inhibé la phosphorylation d’ERK1/2
par un inhibiteur de MEK. Les résultats sont semblables a ceux décrits ci-dessous
(résultats non montrés), mais ils ont été observés dés 24 heures. Pour cette raison les
résultats ne sont pas montrés sur la méme figure. Des résultats similaires ont aussi été
observés avec le protocole III; on observait une proportion de 20.0 % + 0.7 et 8.6 % + 0.5
de cellule GPA" pour les cultures en présence des inhibiteurs de JAK et PI3K 2 39 °C et
20.0 % + 0.4 de cellules GPA™ pour le contrdle DMSO a 37°C. Encore, pour les cultures
maintenues a 39 °C (avec inhibiteur) on pouvait atteindre la méme ou une plus faible
proportion de cellules 3 GPA" semblable aux cultures & 37 °C sans inhibiteur. Par
ailleurs, il faut noter qu’avec le protocole III, I’inhibition était commencée en ayant une
plus grande proportion de cellules GPA™ a 39 °C par rapport a 37 °C (Fig. 3.8C-D). Et,
les résultats démontrent clairement une perte de ’effet de 1’hyperthermie légere sur la
différenciation, puisqu’on avait souvent la méme proportion de cellules GPA™ a 39 °C et

37 °C contrdle.

En conclusion, ces résultats intéressants suggérent donc que, ces voies pourraient étre en
partie responsables de 1’effet de I’hyperthermie légére sur la différenciation des cellules
CD34" en condition favorisant la différenciation des cellules de la lignée érythrocytaire.
Le tableau 3.1, résume la perte nette de I'effet de I’hyperthermie légere sur la
différenciation des cellules érythroides suite a 1’utilisation des différents inhibiteurs. En
présence de I'inhibiteur de JAK2 et PI3K, une perte de 42.0 et 49.0 % de I'effet de
I’hyperthermie l1égére a été observée a 39 °C avec le Protocole I. Puis, en présence de
I’inhibiteur de JAK2 et PI3K, et MEK une perte de 83, 6 et 21.0 % de I'effet de

I’hyperthermie légere a été observée a 39 °C avec le Protocole II1I.
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Figure 3.8: Impact a 39 °C sur I’expression de la GPA, aprés inhibition des voies
JAK/STAT, PI3K/AKT er MEK/ERK1/2

Protocole I : les cellules CD34" étaient placées en culture pendant 4 jours 2 37 °C dans un
milieu favorisant vers la différenciation des des cellules érythroides (EPO 2U + SFC
20ng/mL), a ce jour, ajout des inhibiteurs aux cellules, et incubées des cellules 37 °C et
39 °C pendant 2 jours. Protocole III : les cellules CD34" étaient placées en culture 2
37 °C et 39 °C pour deux jours, a ce jour, ajout des inhibiteurs aux cellules et incubées 2
37 °C et 39 °C pour 2 jours A : analyse de la proportion de cellules GPA™ au jour 6 pour
les cultures maintenues a 37°C et 39 °C (protocole I). B : analyse de la proportion de
cellules GPA™ pour les cultures maintenues a 37 °C et 39 °C (protocole III). MOY +
ETM de 2 expériences indépendantes présentées.
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Tableau 3.1 : Perte de ’effet de I’hyperthermie légére * en présence des différents
inhibiteurs (MOY + ET, n=2)

JAK Ly294002 PD98059"
Protocole 1 42 % + 8* 49 % +2 49 % + 10
Protocole III 83% +2 65%+ 1.5 210%+5

AVoir section 2.9 pour le détail des calculs

B Analyse effectuée aprés 24 h d’inhibition

3.2.3. Impact a 39 °C sur le niveau d’expression des HSPs

A partir des expériences précédentes, nous avons identifié les protéines STATSa/b, AKT,
et ERK1/2 comme étant modulées suite & un traitement de 1’hyperthermie légere. La
derniére étape était de déterminer si I’effet de I’hyperthermie 1égére avait aussi un impact
sur I’expression des HSPs, ainsi que sur GATA-1. En tenant compte des travaux de
Ribeil et coll. [123], dont les résultats montrent que HSP70 est exprimée constitutivement
par les cellules érythroides en différenciation et que ce dernier protege GATA-1 contre le
clivage par la caspase-3. Nous pensons que le niveau d’expression des HSPs pourrait étre
élevé pour les cultures maintenues a 39 °C, ce qui pourrait avoir un effet positif sur la
régulation de GATA-1 et le tout pourrait permettre d’accélérer la différenciation des
cellules érythroides a 39 °C. Pour confirmer cette hypothése, nous avons proposé le

modele présenté sur la Fig.1.11.

Afin de vérifier si I’hyperthermie 1égére passait directement par les HSPs, nous avons
effectué des analyses par immunobuvardage pour vérifier le niveau d’expression des
HSPs (HSP27, HSP60, HSP70, HSP90). Pour ce faire, les cellules ont en premier lieu été
incubées a 37°C, pendant 4 jours, puis incubées a 37 °C -39 °C pour toute une nuit. Ou en

deuxiéme lieu, les cellules ont été incubées constitutivement a 39 °C ou 37 °C jusqu’au
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jour 5. Une analyse de I’expression de GPA par cytométrie a permis de confirmer que

I’hyperthermie légere avait bien eu ses effets dans les deux protocoles d’incubation.

L’analyse des HSPs par immunobuvardage montre une légére augmentation de HSP27
(2X) avec 2 pg de protéines pour les cultures maintenues a 39°C pour toute la nuit,
comparativement au contrdle a 37 °C. La bande de 2 pg de protéine a 39 °C est semblable
a celle observée avec 4 pg a 37 °C. Par contre, I’expression de HSP27 est diminuée avec
2 pg de protéines pour les cultures maintenues de fagon constitutive a 39 °C, mais plus
élevé a 37 °C Ceci suggeére que 1’augmentation de I’expression de HSP27 se fait
probablement de fagon transitoire dans les cellules CD34" vers la lignée des cellules
érythroides en condition d’hyperthermie légere. En raison de la saturation des films, pas
de différences significatives ont été observées entre les cultures avec 4 et 6 pg (Fig.3.11).
Une légére augmentation de HSP60 (2X) a aussi été observée (comparer les puits avec 2
pg de protéine, Fig.3.9) pour les cellules incubées a 39 °C pour toute une nuit ou

constitutivement.

Quant a HSP70, le niveau d’expression était fortement augmenté pour toutes les cultures
maintenues a 39 °C comparativement a 37 °C. L’intensité de la bande de 2 pg a 39°C est
semblable a celle de la bande de 6 pg de protéine a 37 °C Suggérant qu’il y avait une
augmentation de 3 fois le niveau d’expression de HSP70 a 39 °C comparativement a
37 °C (Fig.3.9). L’analyse du niveau I’expression de HSP90, ne montre pas de différence
significativement pour les cultures maintenues a 37°C et 39 °C, et ce, pour les cultures
incubées toute la nuit ou constitutives. HSP90 ne semble pas étre modulé par

I’hyperthermie légere (Fig.3.9).




80

Figure 3.9: Impact de I’hyperthermie légére sur le niveau d’expression des HSPs.

1-Les cellules CD34" ont été cultivées dans un milieu favorisant la différenciation vers la
lignée érythrocytaire a 37 °C pendant 4 jours. A ce jour, les cellules ont été incubées
37°C et 39 °C pour toute la nuit (o/n). 2- Les cellules CD34" ont été cultivées en
condition favorisant la lignée érythrocytaire et incubées pendant 5 jours a 39 °C
(constitutive (c)). Puits 1: 2 pg de protéine culture au jour 5 a 37 °C, Puits 2 : 4 ug de
protéine culture au jour 5 a 37 °C Puits 3 : 6 pg de protéine culture au jour 5 a 37 °C
Puits 4: 2 ug de protéine culture au jour 5 a 39 °C (o/n), Puits 5: 2 pg de protéine
culture au jour 5 a 39 °C (c). Puits 6 : 4 pg de protéine culture au jour 5 a 39 °C (o/n).
Puits 7 : 4 pg de protéine culture au jour 5 a 39°C (c). Puits 8 : 6 ng de protéine culture
au jour 5 a 39°C (o/n). Puits 9: 6 pg de protéine culture au jour 5 a 39 °C (c).
Expériences représentatives montrées (n =1 et n >2 pour certaines protéines).

3.2.4. Impact a 39 °C sur le niveau I’expression de GATA-1

Etant donné que le facteur de transcription GATA-1 est essentiel pour la différenciation
des cellules érythroides. Nous avons vérifié son expression ainsi que son niveau de
phosphorylation (GATA-1(pS310)) par immunobuvardage, en effectuant une cinétique a
39 °C. Pour ce faire, les cellules CD34" ont été mises en expansion pendant 4 jours
37 °C. Au jour 4, les cellules ont été incubées a 39 °C, pendant 2 h, toute une nuit, et 48h.
Selon ce qui peut étre observé sur la Fig.3.10, il n’y a pas de différence significative pour
la forme phosphorylée de GATA-1(pS310), ainsi que des niveaux totaux pour les cultures
maintenues a 37 °C et 39 °C.
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Figure 3.10 : Impact a 39 °C sur le niveau d’expression de GATA-1 (pS310).

Les cellules CD34" ont été cultivées dans un milieu favorisant la différenciation vers la
lignée érythrocytaire et incubées a 37 °C pendant 4 jours. A ce jour, les cellules ont été
incubées 37 °C et 39 °C pendant 2h, toute la nuit et 48 h. Puits 1 & 6 de gauche vers la
droite : Puits 1: 2.5 ug de protéine culture au jour 4 a 37 °C (2 h), Puits 2: 2.5 pg de
protéine culture au jour 4 a 39°C (2h). Puits 3: 2.5 pg de protéine culture au jour 5 a
37 °C (toute la nuit, 16h). Puits 4 : 2.5 pug de protéine culture au jour 5 a 39 °C (toute la
nuit, 16 h), Puits 5 : 2.5 pg de protéine culture au jour 6 & 37 °C (48 h). Puits 6 : 2.5 pg
de protéine culture au jour 6 a 39 °C (48h). Une expérience représentative montrée, n>2.

3.2.5. Impact a 39 °C sur Pactivité transcriptionnelle de GATA-1

N’ayant pas observé de différence significative dans les niveaux de GATA-1 totaux et de
GATA-1(pS310) entre les cultures maintenues a 37 °C et 39 °C, nous avons décidé
d’effectuer des études plus approfondies, en utilisant une technique plus sensible que
I'immunobuvardage qui pouvait nous permettre de suivre I’activité transcriptionnelle de
GATA-1. Tel que décrit dans la section 1.3.2, le facteur de transcription GATA-1 et le
co-facteur FOG-1 sont essentiels pour la différenciation des cellules érythroides. Pour les
cellules érythroides ou cellules MKs, I’activité transcriptionnelle de GATA-1 est requise
pour activer le promoteur allb [137]. En tenant compte de cela, nous avons utilisé un
plasmide contenant un promoteur allb présent a I’aval du géne de la luciférase. L’ADN
plasmidique a été transfecté par électroporation dans les cellules UT-7/EPO. Apres
transfection, une cinétique a été effectuée, en incubant les cellules a 39 °C pendant 1 h, 4
h, 6 h et 48 h. Sur la Fig.3.11, on remarque que 1’activité transcriptionnelle de GATA-1
était augmentée aprés 4 h d’incubation des cellules UT-7/EPO a 39 °C, comparativement

a celle maintenues a 37 °C. Par contre, 1’activation de GATA-1 semble étre transitoire,
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car aprés 4 h d’incubation des cellules & 39 °C, une diminution de I’intensité de la
fluorescence émit par la luciférase était observée. Ces résultats permettaient d’expliquer
le phénomeéne observé par le test de I'expression de GATA-1 (pS310) par
immunobuvardage. En effet, on ne remarquait pas de différence significative du niveau
d’expression de GATA-1 (pS310) entre les cultures maintenues a 37 °C et 39 °C, car le
test a été fait aprés 2, 16 et 48h d’incubation des cellules a 39 °C.
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Figure 3.11 : Impact & 39 °C sur Pactivité transcriptionnelle de GATA-1.

Les cellules UT7/Epo ont été électroporées avec les plasmides pGL3 (pGL3 ou PGL3-
allb puis incubées a 37 °C ou 39 °C pendant 48 h. Apres 48 heures, une cinétique a été
effectuée avec les cellules maintenues a 37 °C, soit une incubationde 1 h, 4 het6 h a
39 °C. Le test de la luciférase a été effectué avec les différents extraits cellulaires en
ajoutant son substrat et I’analyse a été faite par le luminomeétre une minute. Une intensité
de fluorescence plus forte démontre une plus grande activité transcriptionnelle de GATA-
1. Données de 3 expériences représentatives indépendantes (MOY + ETM). **p< 0.01, *
p< 0.05 par rapport au contrdle a 37 °C (48 h).
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3.3. Impact a 39 °C sur la granulopoiese

Nous avons aussi vérifié I’effet de ’hyperthermie légére sur I’expansion des cellules
CD34" en condition favorisant la différenciation des cellules de la lignée granulocytaire.
Une augmentation de I’expansion des cellules maintenues a 39 °C a été observée par
rapport au contrdle a 37 °C (Fig. 3.12). Cette différence était trés significative (p<0.01)
surtout au jour 7 de culture ol une hausse d’expansion de 2.6 fois a 39 °C est remarquée
par rapport au controle a 37°C. Cependant, aprés 7 jours de culture, il n’y avait pas de
différence significative d’expansion entre les cultures maintenues a 37 °C et 39 °C. Ces
résultats suggerent que I’effet de I’hyperthermie légere sur I'expansion des cellules
CD34" en condition favorisant la différenciation des cellules de la lignée granulocytaire
s’effectue probablement au début de culture. Ceci va dans le méme sens que les résultats
de I'effet de I’hyperthermie légére sur 1’expansion des cellules CD34" en condition
favorisant la différenciation des cellules de la lignée érythrocytaire. En effet, une
augmentation de 1’expansion de facon significative était remarquée aux jours 5 et 7 pour
les cellules maintenues & 39°C par rapport au contrdle a 37 °C. Comme en condition
favorisant la différenciation vers la lignée érythrocytaire, 1’hyperthermie légére n’avait
pas d’effet significatif sur la viabilité cellulaire des cellules CD34" en condition
favorisant la différenciation vers la lignée granulocytaire (résultats non montrés). Le

compte des cellules au bleu de trypan montrait une viabilité de ~85 %.
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Figure 3.12: Impact a 39 °C sur I’expansion des cellules de la lignée granulocytaire

Expansion totale sur une période de 14 jours (**p<0.01 n=3). Données de 3 expériences
représentatives indépendantes. MOY + ETM.




3.3.1. Impact a 39 °C sur la maturation des cellules granulocytaires

Nous avons remarqué une augmentation de I’expansion des cellules CD34" en condition
favorisant la différenciation des cellules de la lignée granulocytaire & 39°C. En
conséquence, nous avons voulu vérifier s’il y avait aussi une accélération de la
maturation des cellules maintenues a 39 °C.

Dans le but de vérifier cette hypothése, des analyses morphologiques ont été effectuées
pour évaluer les différentes étapes de différenciation des cellules de la lignée
granulocytaire. En général, la maturation des cellules granulocytes a 39 °C était plus
avancée a 39 °C qu’a 37 °C Des le jour 5 de culture, il y avait apparition de quelques
cellules granulocytes mature (2 %) a 39 °C (Fig.3.13A), alors qu’aucune n’était encore
rendue a cette étape de maturation pour les cultures maintenues a 37 °C (Fig.3.13B). Un
autre fait intéressant est qu’a 37 °C, la majorité des cellules était des granulocytes
immatures (cellules myéloblastes) au jour 5, alors que la majorité des cellules au méme
jour a 39 °C étaient rendues a 1’étape plus avancée (métamyéloblastes, Fig.3.13A-B).
Similairement, au jour 10 une proportion de 41,4 % + 0.7 de cellules étaient des
granulocytes matures a 39 °C comparativement a seulement 7.5 % + 2.0 a 37°C. Ces
résultats sous-entendent que 1’effet de I’hyperthermie légére accélére la maturation des
granulocytes issus de la différenciation des cellules CD34" en condition d’hyperthermie
légere. Les photos de cellule granulocyte aprés coloration au GIEMSA confirmaient
également qu’au jour 10 de culture, qu’il y avait une trés grande proportion de cellules

granulocytes matures a 39 °C par rapport aux cellules maintenues a 37 °C (Fig.3.13C).
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Figure 3.13: Impact a 39 °C sur la maturation des cellules granulocytaires

A : photo de cellules granulocytes colorées au GIEMSA au jour 14. B: Etapes de
maturation des cellules granulocytes en fonction du temps a 37 °C (**p<0.01 n=3). C:
Etapes de maturation des cellules granulocytes en fonction du temps a 39 °C ((**p<0.01
* p<0.05, n=3) MOY + ETM. Données de 3 expériences indépendantes.
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3.4. Impact a 39°C sur la monocytopoiése

Selon les résultats de 1’effet de I’incubation & 39 °C sur 1’expansion des cellules CD34"
en condition favorisant la différenciation des cellules de la lignée érythrocytaire et
granulocyte, nous avons aussi vérifié I’effet de I’incubation a 39 °C sur I’expansion des
cellules CD34" en condition favorisant la différenciation des cellules de la lignée
monocytaire. On remarque sur la Fig.3.14, une légeére augmentation de 1’expansion des
cellules maintenues a 39°C, par rapport au contréle 2 37°C en début de culture. En
revanche, apres 5 jours de culture on observe une diminution drastique (2.5 fois, p<0.05)
de I’expansion pour les cultures maintenues 39°C par rapport au contrdle a 37 °C. Fait
important a noter, une diminution importante de la viabilité des cellules 39 °C fut
observée a partir du jour 10 de culture (72.0 + 10.0 % vs 95.0 £ 0.5 % a 39 °C et 37 °C
respectivement, n=2). Au jour 14, la viabilité a 39 °C était réduite en moyenne de 11.0 %.
Ces résultats vont & I’encontre en partie de ceux observés avec les cellules CD34" en
condition favorisant la différenciation des cellules de la lignée érythrocytaire et
granulocytaire. Ce qui sous-entend que les cellules CD34" en condition favorisant la

différenciation vers la lignée monocytaire sont plus sensibles en condition a 39 °C.
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Figure 3.14: Impact a 39 °C sur ’expansion des cellules de la lignée monocytaire

Les cellules CD34" ont été cultivées dans un milieu favorisant la différenciation vers la
lignée monocytaire et incubées a 37 °C et 39 °C Expansion totale sur une période de 14
jours (**¥p<0.01 n=3) MOY =+ ETM de 3 expériences représentatives indépendantes.
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3.4.1. Impact a 39 °C sur la maturation des cellules monocytaires

Nous avons également évalué I'effet de I’hyperthermie légére sur la maturation des
cellules monocytes afin de vérifier si la diminution d’expansion a 39 °C était due en
partie & une maturation plus rapide de ses cellules. Des analyses de morphologie ont été
effectuées pour évaluer les différentes étapes de différenciation de la lignée monocytaire.
Des le jour 3 de culture, il y avait apparition de quelques cellules monocytes matures
(8 %) a 39 °C, alors que la majorité des cellules a 37 °C étaient aux stades monoblastes
ou monocytes immatures (Fig.3.15A). Aprés 7 jours de culture des cellules 4 39 °C, il y
avait environ 55 % des cellules qui étaient des monocytes matures a 39 °C,
comparativement a seulement 20 % de cellules monocytes a 37 °C (le reste étant des
monocytes moyennement matures). De fagon générale, la maturation des cellules
monocytes semblait s’effectuer de fagon trés rapide, comparativement aux autres lignées
testées. En effet, pour les cultures maintenues a 37 °C et 39 °C, dés le jour 3, il y avait
apparition de quelques monocytes matures. A la fin de culture (jour 14), plus 90 % des
cellules étaient des monocytes matures a 39 °C comparativement a2 70 % a 37 °C
(Fig.3.15B). En résumé, ces résultats démontrent que I’hyperthermie légere accélere la
maturation des monocytes, mais & un impact négatif sur leur expansion, peut étre en
raison de I’accélération précoce de la maturation ou encore dii a la baisse de la viabilité
des cellules en condition d’hyperthermie légére.
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Figure 3.15: Impact a 39 °C sur la maturation des cellules de la lignée monocytaire

A: Photo de cellule monocyte au jour 14 maintenues a 37 °C et 39°C B : Ftapes de la
différenciation des cellules monocytes en fonction du temps d’incubation. Données de 2
expériences indépendantes représentées. MOY + ETM.
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3.5. Impact a 39 °C sur I’expansion des progéniteurs myéloides

A partir des résultats obtenus de 1’effet de 1’hyperthermie légére sur la prolifération des
cellules CD34" en condition favorisant la différenciation des cellules de la lignée
érythrocytaire, granulocyte et monocyte, ainsi que les résultats des travaux antérieurs
avec les cellules MKs, nous nous sommes demandés si les effets observés étaient en
partie dus a une augmentation de I’expansion des progéniteurs myéloides en condition
d’hyperthermie 1égere. Pour vérifier cela, nous avons effectué des essais de progéniteurs.

A partir de la Fig.3.16A, en début de culture, nous avons observé un accroissement
d’expansion de progéniteurs a 39 °C, soit 1.9 - et 1.5-fois aux jours 4 et 7 respectivement
comparativement a 37°C. Au-dela de 7 jours, le nombre des progéniteurs augmentait a
37 °C comparativement a 39°C. Cet effet observé était normal, parce que si la
température accélére la différenciation des cellules, on pourrait s’attendre d’observer
moins de progéniteurs a plus long terme dans les cultures a 39 °C.

L’analyse de la Fig.3.16B montre qu’au début (jour 4) de culture I’hyperthermie 1égére
favorisait une augmentation de I’expansion des progéniteurs des cellules érythroidess
(BFU-E/CFU-E). Par contre, a partir du jour 7, une diminution de I’expansion de ces
progéniteurs était observée. Cette décroissance a 39 °C pourrait étre due a la diminution
du nombre de progéniteurs des cellules érythroides immatures a 39 °C

Finalement, I’analyse de la Fig.3.16C montre que I’hyperthermie 1égére permettait une
augmentation de I’expansion des progéniteurs GMP aux jours 4 et 7 respectivement. Les
progéniteurs GMP semblaient se différencier plus lentement a 39 °C par rapport aux

progéniteurs des cellules érythroides.
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Figure 3.16: Impact a 39 °C sur I’expansion des progéniteurs myéloides

A : Expansion totale de CFC totale sur une période de 10 jours. B : Expansion totale du
progéniteur des cellules érythroide (BFU-E/CFU-E) sur une période de 7 jours. C:
Expansion totale du progéniteur granulocyte/monocyte (GMP) sur une période de 7 jours.
MOY + ETM de 2 expériences indépendantes (p>0.05).




4 Discussion

Des travaux antérieurs avaient permis de montrer que I’hyperthermie légere favorisait
une augmentation de la prolifération ainsi qu'une accélération de la différenciation des
cellules CD34" vers la voie des cellules MKs [115]. Le but de cette étude était donc de
déterminer s’il était possible d’observer les mémes effets en utilisant des cultures
favorisant les voies de différenciations des cellules érythrocytaires, granulocytaires et
monocytaires. Les résultats du présent projet ont permis de confirmer I’hypothése
générale émise au début des travaux, c'est-a-dire qu’il y avait une plus grande expansion
cellulaire & 39 °C pour la majorité des lignées myéloides testées, cette expansion était
favorisée par une entrée rapide en cycle cellulaire des cellules CD34". Cette étude a
abouti a des observations intéressantes et captivantes, dont les résultats ont permis de
cerner et d’apporter une meilleure compréhension du phénomeéne entourant les effets
avantageux d’hyperthermie légere sur la différenciation et I’expansion des cellules
érythroides. Dans cette section, nos discussions porteront sur ces observations ainsi que

les mécanismes généraux potentiellement impliqués.

4.1. Impact a 39°C sur ’expansion et la différenciation des
diverses lignées de la voie myéloide

Nous avons utilisé différents cocktails de cytokines prédéfinis pour permettre la
différenciation des cellules CD34" vers 3 différentes lignées myéloides, soit les lignées
des cellules érythroides, granulocytes et monocytes. Nos résultats montrent une forte
expansion cellulaire 2 39 °C des cellules CD34" en condition favorisant la différenciation
vers la lignée érythrocytaire, une légére augmentation de I’expansion a 39 °C des cellules
CD34" en condition favorisant la différenciation vers la lignée granulocytaire, et
finalement, nous avons observé une diminution drastique de 1'expansion a 39 °C des
cellules CD34" en condition favorisant la différenciation des cellules de la lignée
monocytaire. La diminution de I’expansion des cellules monocytes va a I’encontre de
I'effet de I’hyperthermie légére sur I’expansion qui a été observée avec les deux autres

lignées myéloides étudiées. Cependant, 1’ensemble de nos résultats montre que
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I’hyperthermie 1égere favorise 1’accélération de la différenciation et de la maturation de

toutes les lignées de la voie myéloide testées, incluant les cellules monocytes.

4.2. Impact a 39 °C sur I’érythropoiése

Lors de nos analyses, nous avons observé une différenciation plus avancée et un
changement morphologique remarquable pour les cultures maintenues a 39 °C. En
premier lieu, I’analyse par cytométrie nous a permis de montrer que le marqueur de
différenciation des cellules érythroides, la GPA, apparaissait plus rapidement sur les
cellules incubées a 39 °C par rapport au contrdle a 37 °C. Ce changement phénotypique
était trés évident dés le début de culture, en effet, aprés 5 jours de culture, une plus
grande proportion des cellules était déja GPA™ A 39 °C comparativement aux cellules
maintenues a 37 °C. L’expansion des cellules GPA™ était aussi significativement plus
élevée pour les cultures maintenues a 39°C.

En outre, I’analyse morphologique réalisée avec coloration au GIEMSA, nous a
également permis de mettre en évidence que les cellules maintenues a 39 °C étaient trés
avancées dans leurs cycles de maturation. Effectivement, aprés 7 jours de culture a 39°C,
60 % des cellules étaient rendues au stade des cellules érythroblastes polychromatophiles
(cellule érythrocyte moyennement mature), alors que la moitié des cellules maintenues a
37°C étaient encore au premier stade de différenciation, c'est-a-dire a 1’état des cellules
érythroblastes basophiles (cellule érythrocyte immature). Finalement, une des
observations les plus intéressantes a été observée i la fin de culture. A cet égard, aprés 14
jours de culture des cellules a 39°C, nous avons été capable de générer une plus grande
proportion de globules rouges énuclées (réticulocyte) a 39 °C qu’a 37 °C (15 % a 39 °C
par rapport a2 7 % a 37 °C). Ce haut taux d’énucléation était dii en partie a I’enlévement
de SCF a partir du jour 5 de culture, en effet, a ce jour les cellules ont été mises en culture
en présence d’EPO pour permettre la maturation. Le fait d’enlever le SCF au début de
culture (au jour 5) était fondamental au succeés des résultats observés, parce que ce
dernier induit un ralentissement de la différenciation des cellules érythroides, pour
permettre 1’expansion des progéniteurs les plus immatures [138].

Cependant, les résultats montrent clairement que I’hyperthermie légére favorise la

maturation des globules rouges, parce que sous les mémes conditions, les cellules
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maintenues a 37 °C avaient un plus faible taux d’énucléation. Le mécanisme responsable
pour le phénomeéne d’énucléation et sa possible modulation par 1I’hyperthermie légére
reste encore inconnu, mais il se pourrait bien que cela soit dii 2 une plus grande activité
du facteur de transcription GATA-1 comme nos résultats de luciférase le suggerent.

En conclusion, nous avons été capables de générer une bonne proportion de globules
rouges avec un systeme de culture relativement simple par rapport aux autres protocoles
plus complexes proposés dans la littérature, par exemple le groupe de Giarratana et coll.
[93], ont obtenu aprés 14 jours de coculture de cellules CD34" issues de SC avec des
cellules stromales, un taux d’énucléation similaire a celui obtenu dans notre étude, soit 18
+ 4 %. De plus, Dorn et coll. [94], ont également réussi a générer des globules rouges en
utilisant une culture en trois phases, a partir des cellules CD34" (mobilisée au G-CSF) du
sang périphérique. Au jour 14 de culture, ces auteurs avaient obtenu une proportion 43.1
+ 18.9 % de cellules érythroblastes polychromatophiles, par contre, le pourcentage des
cellules non érythroides était tres élevé, soit 28 + 20.5 %. 1l faut noter que, contrairement
a nos résultats, ces auteurs ont pu générer des globules rouges aprés 21 jours de culture,
soit une proportion de 47.9 + 18.9 %.

Par ailleurs, dans le but de vérifier si une incubation plus longue des cellules a 37°C
pourrait permettre d’atteindre la méme proportion de globules rouges qu’a 39°Ce nous
avons effectué un test avec en utilisant des cultures de 21 jours. Pour ce faire, les cellules
ont d’abord été pré-incubées a 39 °C pendant 7 jours, ensuite, les cellules ont été
transférées & 37 °C jusqu’au jour 21. Mais ce protocole ne nous a pas permis d’observer
une plus grande proportion des cellules érythrocytes énuclées pour les cultures
transférées a 37 °C. De plus, aucune augmentation de la proportion de globules rouges
énuclées n’a été observée dans les cultures maintenues a 39 °C pour 21 jours (résultats
non montrés), possiblement dues a une baisse de la viabilité cellulaire a 39 °C aprés 14
jours de culture.

En résumé, une culture de 14 jours des cellules CD34" a 39 °C pourrait étre suffisante
pour permettre de générer une grande quantité de globules rouges. En effet, 2.05 + 0.59
x10° de réticulocytes furent produits par cellules ensemencées a 39 °C, comparativement
a seulement 0.79 £ 0.05 x10° 2 37 °C (MOY = ETM). Néanmoins, il serait intéressant de

continuer I’optimisation d’un protocole de culture permettant la production d’une plus
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grande quantité de globules rouges ex vivo. Pour finir, il serait aussi essentiel d’analyser
la fonctionnalité des globules rouges générer ex vivo a 39 °C Cela pourrait emmener un
nouvel espoir pour la production de globules rouges ex vivo et permettre ainsi de

répondre au besoin transfusionnel toujours grandissant.

4.2.1. Impact a 39 °C sur la prolifération et le cycle cellulaire des cellules
érythroides
Les résultats du présent projet ainsi que ceux obtenus avec les travaux antérieurs [115,
116], montrent tous que I’hyperthermie légere favorise un accroissement de la
prolifération des cellules CD34" en condition favorisant la différenciation des cellules de
la lignée érythrocytaire et des cellules MKs. Cependant, ce phénomeéne demeure encore
partiellement inexpliqué. Nos résultats montraient une forte diminution hautement
significative de la proportion des cellules en quiescence (GO) aprés 3 jours pour les
cultures maintenues a 39°C, suggérant I’entrée plus rapide des cellules CD34" en cycle en

condition d’hyperthermie légere.

1l est connu qu’une forte proportion des cellules CD34" issues du SC ombilical sont en
GO/G1 et ces dernieres, entrent rapidement en cycle une fois placées en culture et
stimulées avec des cytokines telles que le SCF, TPO et FL [139-141].

Nos résultats d’analyse du cycle cellulaire s’apparentent fortement aux résultats observés
par Koenig et coll. [141], puisqu’au jour 0 avant la mise en culture de cellules CD34" une
grande proportion des cellules étaient en phase GO (soit 85 %) et environ 15 % en phase
G1 (cycle actif). Et aprés 3 jours de cultures des cellules a 39°C, il y avait une diminution
de la proportion des cellules en GO (45 % a 39 °C par rapport a 53 % a 37 °C). Ce résultat
suggere une entrée plus rapide des cellules en cycle a 39°C. Il se pourrait aussi que les
cellules progressent plus rapidement en cycle cellulaire 2 39 °C A cet égard, nos résultats
du jour 3 et 5 indiquent que les proportions de cellules en phase S/G2/M étaient
significativement plus élevées en condition d’hyperthermie 1égere. De plus, des récents
résultats obtenus dans notre laboratoire ont indiqué que ’index de prolifération des

cellules CD34" (avec coloration au CFSE) était augmenté en moyenne de 1.5 fois 2 39°C
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durant les trois premiers jours de culture. Ainsi, I’ensemble de ces résultats nous a permis

de poser et répondre a la question suivante.

Comment I’hyperthermie légére affecte telle la progression des cellules
CD34" en cycle cellulaire ?

Il est possible qu’il y ait une augmentation d’activité des cyclines D1 dans les cellules a
39°C en début de culture. En effet, des études antérieures avaient permis de confirmer
que I’hyperthermie légére permettrait d’augmenter I’expression de la cycline D1. [142].
Un traitement de cellules NIH3T3 et des cellules de rat a différentes températures soit
(39°C-45 °C pendant 40 minutes), montraient une augmentation de I’expression de la
cycline D1. Cependant, nous ne sommes pas encore en mesure de confirmer la possibilité
d’un tel phénoméne dans le cadre de nos cultures. Néanmoins, cette piste serait
assurément intéressante a explorer et a développer afin de comprendre I’impact direct et
indirect de I’hyperthermie légeére sur le cycle cellulaire et sur I’expansion des cellules

hématopoiétiques ex vivo.

4.3. Mécanismes possiblement responsables des effets a 39 °C
sur la différenciation des cellules érythroides

4.3.1. Impact a 39 °C sur les molécules de signalisation et sur GATA-1

Nos résultats de I’effet de 1’hyperthermie légeére sur la différenciation et I’expansion de
cellules CD34" en condition favorisant la différenciation des cellules de la lignée
érythrocytaire étaient trés intéressants, mais ces phénomenes demeuraient partiellement
inexpliqués. Ainsi, il était trés important et capital de comprendre le mécanisme
potentiellement impliqué. En premier lieu, 1’entrée en cycle cellulaire précoce observée
pour les cultures maintenues a 39°C (GO vers GI, et G1 vers S) pouvait laisser sous-
entendre que la signalisation qui résulte des récepteurs de cytokines pouvait étre modulée
par I’hyperthermie 1égere, et par conséquent, I’activité des facteurs de transcription

pouvait également étre modifiée ou augmentée.
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Telle qu’il a été décrit dans la section 1.3, I’érythropoiése est hautement régulée d’une
part par les facteurs de croissance en particulier EPO et d’autre part par les facteurs de
transcription en particulier GATA-1 et STATSa/b [143]. Brievement, le signal initié par
EPO-R via la fixation d’EPO, conduit a I’activation de JAK2, aboutissant ensuite 2 la
phosphorylation de STAT5a/b et sa translocation nucléaire [144]. Ce dernier permet la
transcription de géne codant pour Bcl-xL, et la GPA, permettant ainsi le maintien de la
survie et différenciation.

Nos résultats montrent qu’une incubation des cellules a 39 °C pendant une heure sans
EPO favorisait une augmentation du niveau de phosphorylation de STATS5a/b pour ces
cellules. Ainsi, il se pourrait qu'en absence d’EPO, I’hyperthermie légére pourrait
permettre la dimérisation d’EPO-R induisant son activation, ce qui pourrait conduire a la
phosphorylation de STATS5a/b par JAK2. Une situation similaire avait en effet été
rapportée pour le récepteur de EGF [129]. D’un autre c6té, il se pourrait que 1’activation
de STATS5a/b passe par un autre sentier de signalisation distinct du récepteur de I'EPO. 11
serait donc important d’analyser I'effet de I’hyperthermie légére sur les niveaux de
phosphorylation des molécules impliquées dans I’activation de STAT5a/b et des autres
protéines telles qu’ERK1/2 et AKT. Ces expériences pourraient se faire par 1’analyse
d’immunobuvardage en utilisant des extraits de cellules incubées sans EPO en condition
d’hyperthermie légeére avec des anticorps reconnaissant les formes phosphorylées de
EPO-R, JAK2, PI3K, etc. Ceci permettrait d’apporter une image plus compléte pour
savoir si I’hyperthermie légere favorise directement I’activation de I’EPO-R en absence
d’EPO.

Au cours de notre étude, nous avons aussi analysé le niveau de phosphorylation de
STAT1 et STAT3, mais nos résultats ne montrent pas de différence significativement
concluant du niveau de phosphorylation de ces STATSs pour les cultures maintenues a
37 °C versus 39 °C Or ces deux STATs peuvent aussi étre activés aprés stimulation
d’EPO-R [145, 146].
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Pourquoi STAT5a/b semble étre modulé par ’hyperthermie légére, mais
pas STATI et STAT3?

I1 se pourrait simplement que I’activation de ces deux STATSs ne soit pas nécessaire
durant I’érythropoiése. En effet, il a été prouvé que les souris anémiques en condition de
stress et déficientes de STAT1 montrent une reprise normale d’érythropoiése [147]. Par
contre, le role exact de STAT3 dans I'érythropoiese n’est pas clairement établi [148].

En outre, durant la maturation des cellules érythrocytes, I’expression de la protéine Bcl-
xL est importante. En effet, il est connu que les souris knockout du géne Bcl-xL meurent
a I’état embryonnaire, en raison d’un niveau élevé des cellules en apoptose [149]. De
plus, un haut niveau de régulation (upregulation) de I’ARNm de Bcl-xL et la protéine
Bcl-xL a été observé durant la maturation des cellules érythroides. Ainsi, il serait
également intéressant d’évaluer le niveau d’expression de Bcl-xL pour les cultures
maintenues a 39 °C en absence d’EPO, ainsi que le niveau d’ARNm de bcl-xL par RT-
PCR.

En outre, la simulation d’EPO-R est aussi responsable de la phosphorylation d’AKT via
PI3K. Nos résultats montrent que les niveaux de phosphorylation d’AKT étaient élevés
aprés 15 minutes d’incubation des cellules a 39 °C sans cytokines. Ces résultats
pourraient €tre expliqués par le méme mécanisme que celui décrit ci-haut pour

I’activation de STAT5a/b.

Par ailleurs, I’hyperthermie 1égére pourrait favoriser 1’activation de la voie Ras dans les
cellules fibroblastes [150]. La voie Ras est aussi impliquée dans 1’activation de la voie
PI3K/AKT et cette derniére voie joue un role important dans la survie et prolifération
cellulaire [151-153]. 1l est donc possible que 1’incubation des cellules 4 39°C favorise
une activation directe de Ras sans passer par EPO-R. Cette hypothése pourrait également
appuyer nos résultats, puisque nous avons aussi observé un niveau de phosphorylation

plus élevé d’ AKT pour les cultures maintenues a 39°C par rapport a celle a 37°C. Des
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tests pour mesurer I’activité de Ras dans les cellules 2 39°C seraient nécessaires pour
tester cette hypothese.

Finalement, nos résultats montraient également une augmentation de la phosphorylation
d’ERK1/2 a 39°C. En combinant ces résultats avec ceux obtenus avec les tests des
inhibiteurs, nous pouvons émettre I’hypothése que I’activation de ces voies de
signalisation est en partie responsable de 1'effet de 1’hyperthermie légeére, puisqu’une
inhibition de ces voies démontre une perte importante de 1’effet de I’hyperthermie légére
sur la différenciation des cellules érythroides. 11 est a noter que, le niveau de
phosphorylation d’ERK1/2 et AKT ont été évalués a court terme, car I’activation de ces

protéines en condition de stress se fait de fagon transitoire [154, 155].

D’un autre c6té, nous avons aussi vérifié le niveau de phosphorylation d’autres protéines
impliquées dans la transduction du signal induit par EPO-R : a savoir, les protéines
P38/MAPK, PKA et Nf-kB. Mais, nous n’avons pas observé de différence significative
concluant du niveau de phosphorylation de ces protéines pour les cultures maintenues a
37 °C versus 39 °C Or ces protéines sont également impliquées dans la différenciation et

la survie cellulaire.

Quels pourraient donc étre les roles de ces protéines dans la
différenciation des cellules érythroides en condition d’hyperthermie

légere?

Tout d’abord, il est connu que la protéine P38/MAPK pourrait avoir différents rdles en
fonction du type cellulaire (Fig.4.1). 1l est clairement prouvé que dans les conditions de
stress, P38/MAPK joue un rdle important dans 1’apoptose des cellules. En effet, en
condition de stress, c’est la balance entre le taux d’ERK1/2 et P38/MAPK dans la cellule,
qui permet a la cellule de décider si elle entre en apoptose ou survie [156-158].

Nos résultats montrent un niveau d’activation élevée d’ERK1/2 dans les cellules
maintenues a 39°C, il se pourrait donc que P38/MAPK soit régulée négativement par

ERK1/2. Par conséquent, il serait intéressant de vérifier le niveau de phosphorylation de
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p38/MAPK au début de culture et aussi vérifier si cette phosphorylation induit une
diminution du niveau de phosphorylation d’ERK1/2 pour les cultures maintenues a 37 °C
versus 39 °C.

D’un autre c6té, il est aussi prouvé qu’un niveau élevé HSP70 et HSP27 dans les cellules
en conditions de stress pourrait permettre une inhibition de I’expression de P38/MAPK
[159-161]. Nos résultats montrent un niveau d’expression de ces deux protéines dans les
cellules a 39 °C. Ces différentes observations nous permettent d’expliquer nos résultats
de I’analyse de P38/MAPK.

Cependant, il serait aussi intéressant d’évaluer le réle de PKA et Nf-KB dans

I’érythropoiése en conditions de stress pour mieux comprendre leurs fonctions
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Figure 4.1 : Processus cellulaire régulé par P38/MAPK
Adaptée des travaux de Nebreda et coll.[162]

L’activation d’EPO-R conduit normalement a la phosphorylation de GATA-1 par AKT
[82]. Nos résultats du test de la luciférase confirment que 1’activité transcriptionnelle de
GATA-1 était augmentée de facon transitoire pour les cellules maintenues a 39°C. Mais

étant donné que cette analyse a été effectuée avec la lignée cellulaire UT7/EPO, il serait
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aussi trés important de trouver un moyen efficace pour transfecter nos cellules primaires
CD34" avec I’ADN plasmidique afin de confirmer ces résultats avec des cellules
primaires.

De fagon générale, nos résultats montrent une augmentation transitoire de I’activité de
GATA-1 a 39 °C Ceci suggere fortement que les effets de I’hyperthermie légere sur la
différenciation des cellules érythroides passent probablement en partie par ce facteur de
transcription clé dans le processus de I’érythropoiése.

Dans les perspectives futures, il serait intéressant de vérifier I’expression des différentes
cytokines hématopoiétiques et leurs récepteurs correspondants au départ de culture. Ceci
dans le but de répondre a la question suivante : est-ce que les cellules CD34" mises en
cultures expriment au départ les récepteurs de toutes les cytokines utilisées ou certains
récepteurs apparaissent plus tard en cours de cultures ? Si certains récepteurs apparaissent
plus t6t dans la culture, il serait important de vérifier si cet effet est dii a I’hyperthermie

légere.

4.3.2. Régulation du niveau d’expression des HSPs a 39 °C

En nous basant sur les résultats de Ribeil et coll. [123], qui évoquaient que la protéine
HSP70 est exprimée constitutivement par les cellules érythroides en différenciation et
que cette derniére protége GATA-1 contre le clivage par la caspase-3, nous avons vérifié
le niveau d’expression de HSP70 pour nos différentes cultures. Nos résultats montrent
que HSP70 est fortement exprimée dans les cultures maintenues a 39 °C. Il se pourrait
donc que dans nos cultures maintenues a 39°C, qu’il y ait un niveau de protection plus
élevé de GATA-1, conduisant ainsi a 1’accélération de la différenciation des cellules
érythroides. Par contre, nous n’avons pas été en mesure d’observer de fagon reproductible
une augmentation des taux totaux de GATA-1 (ou GATA-1(pS310) dans les cellules
maintenues a 39°C Cependant, il serait essentiel d’effectuer une analyse
d’immunoprécipitation afin de confirmer s’il y a vraiment une forte interaction entre
GATA-1 et HSP70 dans les cultures maintenues en condition d’hyperthermie légeére. IL
serait aussi intéressant d’utiliser un lentivirus afin de surexprimer HSP70 dans les cellules
a 37°C, et de déterminer si cela pourrait mimer 1’effet de I’hyperthermie 1égére sur la

différenciation des cellules érythroides a 39°C.
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Par ailleurs, nos analyses d’immunobuvardage montrent aussi que les niveaux
d’expression de HSP27 et HSP60 étaient 1égérement augmentés aprés une incubation des
cellules a 39 °C (pour une nuit). Par contre, le réle direct et bien défini de ces deux
protéines dans I’érythropoigése n’est pas encore connu. Néanmoins, il a été prouvé que
HSP27 et HSP60 protégent les cellules contre I’apoptose en induisant I'inactivation de la
caspase-3 [128]. Or c’est cette méme protéine qui est activée lors de la différenciation
terminale des cellules érythroides et qui conduit au clivage de GATA-1. Il y a donc une
possibilité que ces deux protéines assurent le méme réle que HSP70 dans 1’érythropoiése.
Ainsi, telle que décrite pour HSP70, 1’utilisation de lentivirus pour surexprimer ou de
sousexprimer HSP27 et HSP60 (avec des ShRNA) serait une piste intéressante a suivre
afin de déterminer les roles de ces protéines chaperonnes dans I’érythropoiése.

Quant a2 HSP90, nous n’avons pas observé de différence significative pour les cultures
maintenues a 39 °C versus 37°C, et ce, méme en utilisant une faible concentration de
protéine (soit 1 et 2 pg). Ce résultat pourrait étre expliqué par le fait que HSP90 est la
chaperonne la plus abondante et qui exprimée de fagon constitutive par toutes les cellules
[128]. Par contre, il est également connu que HSP90 forme un complexe avec AKT,
protégeant ainsi ce dernier contre la protéine phosphatase 2A (PP2A)[163]. Par ailleurs,
la phosphorylation d’ AKT pourrait permettre la phosphorylation de Bcl2 protégeant ainsi
les cellules contre I’apoptose [164]. En tenant compte de nos résultats de I'effet de
I’hyperthermie légere sur la phosphorylation d’AKT, il se pourrait que HSP90 ait un réle

dans I’érythropoiese, et ce, de fagon directe ou indirecte.

Nous avons aussi évalué le niveau de phosphorylation de HSF-1 (Heat Shock Factor-1),
en utilisant plusieurs cinétiques d’exposition a 39 °C (soit 15, 30, 45 minutes et 1 h,
résultats non montrés). Mais nous n’avons pas observé de différence d’expression
significative de cette protéine entre les cultures maintenues a 37 °C et 39 °C Cependant,
il a été clairement établi qu’une surexpression de HSP70, induit une inhibition de HSF-
1[165]. 1l est donc possible que le méme phénomeéne soit observé dans nos cellules.
Ainsi, il serait intéressant de clarifier cette situation, en évaluant le niveau d’expression

de HSF-1 a 39 °C a trés court terme.
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4.4. Comparaison des résultats des effets a 39°C sur
I’érythropoiese et mégacaryopoiese

Nous avons obtenu des résultats semblables de I'effet de 1’hyperthermie légeére sur

I’expansion des cellules CD34" en condition favorisant la différenciation de la lignée des

cellules érythrocytaires et Cellules MKs [115, 116]. En bref, dans les deux cas nous

observons une augmentation de 1’expansion des cellules a 39 °C, un phénomeéne qui est

accompagné d’une accélération de la différenciation et de la maturation des cellules MKs

et érythroides.

Quels pourraient étre les facteurs potentiels permettant d’expliquer cette

similarité des résultats ?

En premier lieu, les cellules érythroides et Cellules MKs proviennent d’un progéniteur
commun (MEP) [166], par conséquent, il se pourrait que le progéniteur bipotent MEP
soit favorisé par I’hyperthermie 1égére, ce qui expliquerait I’augmentation de I’expansion

des cellules CD34" 4 39°C vers ces deux voies.

Par ailleurs, ces deux lignées partagent aussi en commun les facteurs de transcription
régulateurs de I’érythropoiese et de la mégacaryopoiese. En effet, le facteur de
transcription GATA-1 et son cofacteur FOG-1 sont des molécules vitales pour la
différenciation des cellules érythroides et des Cellules MKs [133]. Cette hypothése a été
confirmée par Crispino et coll. [167], lesquels ont induit une mutation au domaine N-
terminal de GATA-1 (site de liaison de FOG-1) pour réduire I’interaction entre GATA-1
et FOG-1, ceci a résulté a I'apparition d’une sévére anémie dysérythropoiétique et la
thrombocytopénie in vivo [168]. Nos résultats montrent une activation rapide transitoire
de GATA-1, ceci pourrait sous-entendre que I’hyperthermie légére permet une activation
des voies régulées par GATA-1 et FOG-1 dans les cellules CD34" en condition
d’hyperthermie légere, et ceci pourrait aussi permettre d’expliquer la différenciation
hative des cellules érythroides et des cellules MKs (c’est-a-dire 1’apparition rapide des

cellules exprimant la GPA ou CD42b). En conséquence, il pourrait y avoir plusieurs
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mécanismes permettant d’expliquer I’effet de I’hyperthermie légére sur I’expansion des
cellules CD34" en condition favorisant la différenciation des cellules de la lignée
érythrocytaire et cellules MKs, ainsi que sur I’accélération de la différenciation et de leur
maturation. Ainsi, il est essentiel de répondre a la question suivante pour permettre de

comprendre ce phénomene.

Est-ce qu’il est possible que les mécanismes impliqués dans Deffet de
Phyperthermie légeére sur Dérythropoiése soient aussi impliqués dans

Peffet de I’hyperthermie légére sur la mégacaryopoiése?

Pour répondre a cette question, nous devons analyser les similarités entre les récepteurs
des cytokines régulatrices (EPO-R et c-Mpl pour les cellules MKs) de la différenciation
des cellules MKs et les cellules érythroides. En effet, il y a une forte homologie entre
EPO-R et c-Mpl [41]. De ce fait, la transduction du signal induit par les deux récepteurs
est aussi similaire.

D’aprés ce qui peut étre observé sur la Fig.4.2, et discuté a la section 1.3.6, la liaison de
TPO et EPO a leurs récepteurs respectifs conduit & I’activation des mémes voies de
signalisation. En effet, aprés stimulation des deux récepteurs, il y a autophosphorylation
de JAK2, conduisant a la phosphorylation de STATSa/b et translocation nucléaire de ce
dernier, ol il permet la transcription des génes codant pour la protéine anti-apoptotique
Bcl-xL. La stimulation des deux récepteurs induit aussi I’activation d’ERK1/2 qui joue
un role fondamental dans la survie et la prolifération cellulaire. Ainsi, il se pourrait bien
que I’hyperthermie légére enclenche I’activation des récepteurs EPO-R et c-Mpl a la
surface des cellules, et que cela résulte en I’acheminement de signaux favorisant la
différenciation et la prolifération le long des voies cellules érythroides et Cellules MKs.
Des travaux supplémentaires sont donc requis pour évaluer la similarité des mécanismes

potentiellement impliqués dans I’effet de 1’hyperthermie 1égére sur les Cellules MKs.
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Figure 4.2 : Voie de signalisation activée par la thrombopoiétine
Image tirée des travaux de Kaushansky et coll.[169]

4.5. Comparaison des résultats des effets a 39°C sur
I’expansion des cellules granulocytaires et monocytaires

Nos résultats démontrent que I’hyperthermie légere favorise une légére augmentation des
cellules CD34" en condition favorisant la lignée granulocytaire et 4 un effet négatif sur
les cellules CD34" en condition favorisant la lignée monocytaire. Par contre, la
différenciation et la maturation de ces deux lignées étaient fortement accélérées a 39°C
Ainsi, il serait important de répondre a la question suivante pour permettre de

comprendre ce phénomene.

Pourquoi Phyperthermie légére n’a pas des effets aussi avantageux sur

P’expansion de ces deux lignées?

Les cellules granulocytes, les cellules monocytes, les cellules érythroides et les cellules
MKs proviennent du méme progéniteur multipotents GEMM [41]. Par ailleurs, tout
comme les cellules érythroides et les cellules MKs, les cellules granulocytes et les

cellules monocytes sont issues d’un progéniteur commun (GMP). Les résultats a ce
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niveau sont difficiles a interpréter, car nos essais de 1’effet de I’hyperthermie 1égére sur
les progéniteurs semblent montrer que la température accentue I’expansion de ces
progéniteurs au début de culture. 11 n’est donc pas possible d’expliquer le résultat de
I'effet de I’hyperthermie légere sur les cellules granulocytes et les cellules monocytes 2
ce niveau.

Par contre, il se peut que les monocytes soient tout simplement plus sensibles a I’effet de
I’hyperthermie 1égére, car nous avons observé une baisse importante de la viabilité dans
les cultures en condition d’hyperthermie 1égere, et ce, a partir du 10iéme jour de culture
des cellules CD34" en condition favorisant la différenciation de la lignée monocytaire.
Cela pourrait étre dii par exemple a une plus faible capacité d’augmenter I’expression des
protéines de choc thermique, ou encore elles pourraient étre plus sensibles a I’apoptose
ou la nécrose induite par la chaleur. Des tests supplémentaires avec I’annexin V seront
nécessaires, afin de déterminer si 1’hyperthermie 1égére accentue 1’apoptose ou la nécrose
des cellules monocytaires. Par ailleurs, nous avons observé une accélération de la
maturation des cellules CD34" en condition favorisant la différenciation des cellules de la
lignée monocytaire, de ce fait, la baisse de viabilité pourrait conjointement étre due a la
maturation accélérée des cellules monocytaires a 39 °C Ainsi, cette accélération de la
maturation pourrait étre responsable de cette diminution importante d’expansion observée

a partir du jour 7 de culture.

Par ailleurs, HSP27 forme un complexe avec AKT dans les cellules neutrophiles, ce qui
permet d’assurer la survie cellulaire par inhibition de I’apoptose [124]. Par conséquent, il
serait intéressant d’évaluer le niveau d’expression de HSP27 a 37°C versus 39°C des
cellules CD34" en condition favorisant la différenciation de la lignée granulocytaire, il
serait également essentiel d’effectuer aussi une analyse d’immunoprécipitation afin de
confirmer si une interaction entre AKT/HSP27 est nécessaire et suffisante pour protéger
les cellules CD34" contre I’apoptose en condition d”hyperthermie 1égére vers la voie des

cellules granulocytes.

Pour finie, il reste aussi plusieurs autres points a éclairer afin de déterminer pourquoi

I’hyperthermie 1égére a des effets si différents sur les cellules érythroides, granulocytes et
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monocytes. Les sentiers de signalisation, 1’augmentation des protéines de choc
thermique et les effets sur les facteurs de transcription sont tous des points qui pourront
permettre d’expliquer les différents effets observés avec les cellules monocytes. Des
études suivant les mémes principes que ceux utilisés dans le cadre de I'étude des
mécanismes impliquées dans I’hyperthermie légere avec les cellules érythroides

pourraient certainement permettre de mieux comprendre ces divergences.
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S. Conclusion

Le phénomeéne entourant les effets de I'hyperthermie légere sur la différenciation et
I’expansion des cellules de la lignée myéloide reste encore partiellement expliqué. Les
cellules erythroides et les cellules MKs semblent répondre de facon similaire a
I’hyperthermie légeére. Les cellules granulocytes semblent aussi répondre de fagon
positive a I’hyperthermie 1égére. Par contre, les cellules monocytes semblent étre plus
sensibles comparativement aux autres cellules de la lignée myéloide. Cette étude avait
pour but, d’une part d’identifier I’'impact de I’hyperthermie 1égére sur la lignée myéloide,
et par la suite, de caractériser et cibler le ou les mécanisme(s) potentiellement

impliqué(s).

De fagon générale et globale, nous avons montré que 1’hyperthermie 1égere favorise un
accroissement de la prolifération et une accélération de la différenciation vers la voie des
cellules érythroides. Nous pensons que cette augmentation de la prolifération est
probablement due a I’entrée plus rapide des cellules en cycle a 39 °C. De plus, nous
avons observé que 1’accélération de la différenciation a 39 °C pourrait aussi conduire a
une maturation plus rapide des cellules a 39°C, aboutissant ainsi a la génération de
globules rouges en culture ex vivo. Nos résultats semblent également indiquer que les
effets de I’hyperthermie légére sont modulés en partie par I’activation de STATS5a/b,
ERK1/2 et AKT, car l'inhibition de ces voies diminuait énormément l'effet de
I’hyperthermie 1égére sur la différenciation des cellules CD34" le long de la voie des
cellules érythroides. Finalement, les essais de la luciférase ont montré une activation
transitoire de GATA-1 dans les cellules a 39 °C. Dans I’ensemble, ces résultats suggérent
que les voies de régulation normales de 1I'érythropoiése sont ciblées directement ou
indirectement par 1’hyperthermie légére.

De plus, cette étude ouvre une nouvelle avenue sur la génération de globules rouges ex
vivo qui pourrait permettre de répondre au besoin transfusionnel grandissant. Il serait
certainement important de tester la fonctionnalité des globules rouges générés ex vivo a
39 °C. De tels tests pourraient se faire par des transfusions des globules rouges produits

ex vivo dans des souris immunodéficientes.
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En conclusion, les différents résultats obtenus dans cette €tude nous ont permis
d’apporter une meilleure compréhension au phénoméne. A cet égard de ’hyperthermie
légére, maintenant nous connaissons partiellement les molécules potentiellement
impliquées dans I’effet de I’hyperthermie légére et aussi les voies de signalisation
cruciales pour le succés de cet effet. Bien entendu, d’autres travaux seront nécessaires
afin de mieux cerner les mécanismes impliqués et d’expliquer la sensibilité plus élevée

des monocytes a un traitement d hyperthermie légere.
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