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Modulation

par le cycle cellulaire
de I'implantation
des cellules souches
hématopoiétiques

En état stationnaire, les cellules souches hématopoiétiques (CSH) rési-
dent en majorité en phase G, du cycle cellulaire. Leur progression mi-
totique peut étre induite in vitro & I'aide de cytokines activatrices dans
le but d’obtenir leur multiplication ou comme étape préparative au
transfert génique par vecteur rétroviral. Par rapport aux CSH quies-
centes, les CSH activées ont une capacité réduite & soutenir la récupé-
ration hématopoiétique d’un héte conditionné. Ce phénoméne n’est
pas causé par un phénomene de différenciation irréversible mais est
au contraire rythmé par le parcours du cycle cellulaire. En effet, la
transplantabilité des CSH activées est ramenée a son niveau initial une
fois le cycle cellulaire achevé ou apreés retrait des stimuli mitogénes.

- Nous présentons ici les arguments expérimentaux indiquant que I'acti-

vation mitotique des CSH et progéniteurs provoque une altération de
leur capacité & s'implanter danﬁa moelle de I'héte. En premier lieu,
I'adhérence au stroma médullaire augmente lors de la progression de
progéniteurs en phases actives du cycle. Plus particulierement, I'adhé-
rence d la fibronectine (Fn) de progéniteurs activés ex vivo est stimulée
en phase S/G,+M. Cette stimulation est réversible aprés terminaison
du cycle. Des deux récepteurs cellulaires & la Fn, les intégrines VLA
(very late antigen) -4 et VLA-5, les stimuli mitogénes induisent une in-
activation fonctionnelle de VLA-4 et une augmentation de I'affinité de
VLA-5. L'accroissement d’adhérence & la Fn est associée & une dimi-
nution de motilité cellulaire. Contrairement & la Fn, 'adhérence &
VCAM (vascular cell adhesion molecule) -1, autre ligand essentiel du
stroma médullaire, diminue de facon réversible lors du parcours du
cycle. Enfin, on constate que les progéniteurs activés peri—znt leur ca-
pacité & répondre aux stimuli inhibiteurs déclenchés par |'engagement
des récepteurs d’adhérence VIA-4 et PSGL (P-selectin glycoprotein li-
gand) -1. Des travaux ultérieurs devront préciser le role J:a ces phéno-
ménes dans la transplantabilité inefficace des CSH activées et définir
les moyens de surmonter ce qui peut constituer un obstacle majeur & la
transplantation clinique de CSH multipliées ex vivo.

Mots clés : cellules souches, transplantation, cycle cellulaire, intégrines.
Key words: stem cells, transplantation, cell cycle, infegrins.
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a production des cellules san-

guines et lymphoides est assu-

rée par le processus de «suc-

cession clonale», ¢’est-a-dire

par la prolifération d’une ou de
quelques cellules souches hématopoié-
tiques (CSH) activées de fagon séquentiel-
le. Cette théorie a ét confirmée expéri-
mentalement & partir de I'observation de
la régénération hématopoiétique dérivée
de CSH transplantées & un receveur irra-
dié et identifiables individuellement par
des marqueurs génétiques transmissibles
[1]. Il a été observé dans ces expériences,
que de nombreux clones contribuaient &
I’hématopoiese durant une période initia-
le de régénération médullaire avant
d'afteindre un état stationnaire corres-
pondant & une reconstitution oligoclonale
a partir d’'un pefit nombre de CSH. Un
corollaire important de ces observations
est que la majorité des CSH, & tout ins-
tant, est « dormante » et réside en phase
G, du cycle cellulaire (figure 1). En effet,
& partir d'une population hétérogéne de
cellules médullaires, les CSH peuvent éire
isolées sur la base de leur quiescence
mitotique par fractionnement direct aprés
coloration vitale & la rhodamine [2] ou &
la pyronine Y (PY) [3]. Cette derniére
coloration permet de metire en évidence
F'ARN cellulaire total et constitue donc un
reflet de I'activité métabolique globale
cellulaire. Par marquage simultané de
I’ADN au Hoechst 33342, il est possible
d'isoler au sein d’'une population hétéro-
géne de CSH et de progéniteurs expri-
mant I'antigéne CD34, les cellules
diploides faiblement marquées par la PY,

- cytokines et chimiokines
inhibitrices {ex : TGF-B,
SDF-1)

- adhésion au stroma
médullaire

Quiescence Croissance

cellulaire

mitotique

cytokines activatrices {ex :
SCF, GCSF}

Réplication
del’/ADN

c'est-a-dire en phase G, du cycle cellulai-
re (figure 2). Comparativement aux cel-
lules CD34* isolées en G,, les cellules
G,CD34* sont caractérisées par une
insensibilité relative aux stimuli mitogénes
en culture, des capacités différenciatives
et prolifératives les rapprochant de CSH
ancestrales et enfin, le maintien de ces
caractéristiques primitives aprés division
cellulaire ex vivo [3, 4]. Il apparait donc
que les cellules hématopoiétiques sont
ordonnées parallélement selon leurs
capacités fonctionnelles et leur degré de
quiescence mitotique, les cellules les plus
ancestrales étant les plus quiescentes.
L'inactivité mitotique est toutefois relative,
comme |'ont montré des travaux exami-
nant le marquage in vivo de CSH & la
bromodéoxyuridine (BrdU). La BrdU est
administrée par voie orale et s'incorpore
dans FADN durant la phase S du cycle
cellulaire. La présence de BrdU, révélée
par un anticorps spécifique, est donc un
reflet du passage préalable de la cellule
au travers du cycle cellulaire. Bradford et
al. ont pu ainsi estimer que les CSH
hématopoiétiques murines présentaient
un temps de réplication moyen de 19]
[5]. Comme dans leur grande majorité les
CSH sont mitotiquement inactives a un
temps d’observation donné, il semble
donc quelles parcourent le cycle cellulai-
re de fagon périodique puis refournent en
Gy. La période inter-cycle et par consé-
quent le nombre de cellules en cycle peu-
vent s'accroitre de fagon importante en
réponse a une demande cellulaire accrue,
par exemple aprés traitement myéloabla-
tif [6] ou durant I'ontogenése [7].

Figure 1. Représen-
tation du cycle
cellulaire.

les principaux fac-
feurs  responsables
des transitions G, —~
G, et G, > Gy par
les cellules souches
sont indiqués.

TGF-3: tronsformlng

Phase pré- rowth factor-B
mitotique gDF 1: stromol deri-
ved factor-1

SCF : stem ceil factor ;
G-CSF: gronulocyte
colony-stimulating
factor.
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Figure 2. Analyse bi-paraméirique du
cycle cellulaire par cytométrie en

lux. Représentation schématique de cellules
CD34* marquées au Hoechst 33342 et d la
PY. On distingue parmi les cellules diploides
les phases G, et G, suivant la quantité d’ARN
par cellule. Les phases S et G,+M sont caracté-
risées par l'accroissement de la quantité
d’ADN cellulaire total.

Récemment, de nombreux travaux ont
permis d’établir un lien entre les capaci-
tés reconstitutives de CSH transplantées
chez un héte irradié et leur position dans
le cycle cellulaire. En particulier, en frac-
tionnant des populations cellulaires enri-
chies en CSH par un colorant de 'ADN,
le Hoechst 33342, il a été montré que les
cellules résidant en Go/G, possédaient
des capacités régénératrices & long terme
supérieures & celles de cellules isolées en
S/G+M [8, 9]. Les conclusions de telles
observations doivent néanmoins étre tem-
pérées par le fait que dans des fractions
de cellules isolées par phénotype et fonc-
tionnellement hétérogénes, il est probable
que les CSH les plus primitives résident
plus fréquemment en phase inactive (G,)
ou préparatoire {G;) du cycle cellulaire
tandis que les progéniteurs plus différen-
ciés auront un rythme de prolifération
plus élevé et seront plus fréequemment en
S/G+M. Les travaux réalisés au labora-
toire de P. Quesenberry ont permis de
mieux éfablir un lien entre la mise en
cycle de CSH murines et une diminution
de leur transplantabilité. Cet effet était
observé aprés stimulation des cellules
médullaires ex vivo par des cytokines

activatrices [10]: le taux de chimérisme
atteint aprés transplantation de CSH mito-
tiquement actives était nettement inférieur
& celui observé aprés greffe d’'un nombre
similaire de cellules non stimulées. Cet
effet n’était pas do a la différenciation
irréversible des CSH stimulées apreés divi-
sion cellulaire : en examinant des cellules
progressant de fagon synchronisée dans
le cycle cellulaire, ces mémes auteurs ont
observé que la capacité regénératrice
diminuait lors du passage en phase S du
cycle puis retournait & son niveau de
départ aprés mitose et retour en phase G,
du cycle suivant [11]. Ces observations
ont été confirmées en montrant que la
transplantabilité médiocre de CSH
induites & proliférer pouvait étre amélio-
rée en les transférant préalablement dans
des conditions favorisant leur retour en
phase quiescente [12].

En ce qui concerne les CSH humaines,
Glimm et al. ont pu montrer qu’au sein
d’une population cellulaire proliférant de
fagon asynchrone et ayant exécuté de
multiples divisions cellulaires ex vivo,
I'activité hématopoiétique transplantable
& lo souris immuno-déficiente résidait
exclusivement dans la fraction cellulaire
résidant en G,, tandis que les cellules en
réplication active en S/G,+M ne présen-
taient aucune activité régénératrice [13].
Enfin, nous avons montré que la progres-
sion de cellules CD34* isolées en phase
G, et stimulées & progresser en phase G,
du cycle cellulaire, et ce précédemment &
toute division, menait & une perte de la
capacité de ces cellules & repeupler la
moelle de souris immuno-déficientes [14].
Ces derniéres observations ainsi que
celles d’Habibian et al. mettent en lumié-
re des fluctuations fonctionnelles de cel-
lules hématopoiétiques primitives lors du
parcours d'un cycle cellulaire unique et
infervenant méme avant foute division cel-
lulaire. Deux hypothéses peuvent étre for-
mulées pour expliciter ces phénoménes.
D'une part, il est envisageable que les
CSH subissent une différenciation réver-
sible en progéniteurs plus différenciés au
cours du cycle cellulaire, en parficulier en
phase G, et S, avant de retrouver leurs
propriétés fonctionnelles initiales au cours
de la phase G, suivante. |l existe actuelle-
ment peu d'arguments expérimentaux
pour soutenir 'existence de tels phéno-
meénes [15]. D'autre part, l'interaction de
CSH transplantées avec les cellules endo-
théliales et stromales médullaires de I'héte
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peut subir des variations rythmées par le
parcours du cycle cellulaire. Nous pré-
sentons ci-aprés des arguments en faveur
de cette derniére hypothése.

Comme décrit initialement pour I'émigra-
tion tissulaire des leucocytes, I'implanta-
tion des CSH dans la moelle de I'héte
aprés transplantafion se déroule en plu-
sieurs étapes, chacune faisant intervenir
des récepteurs spécifiques présentés a la
surface des CSH et interagissant avec des
ligands tissulaires, en I'occurrence ici
médullaires (figure 3). Lors d’une premie-
re phase de margination, les CSH quittent

cellule
endothéliale

la lumiére des sinusoides médullaires
pour circuler lentement & la surface des
cellules endothéliales. Ce processus
dépend des sélectines E et P, exprimées
par les cellules endothéliales, lesquelles
fixent les récepteurs ESL (E-selectin
ligand) et PSGL (P-selectin glycoprotein
ligand) -1 [16]. L'activation des CSH,
dépendant entre autres de la chimiokine
stromal-derived factor-1 (SDF-1), aboutit
& leur adhérence ferme et & leur immobi-
lisation & la face luminale des cellules
endothéliales, via les récepteurs VLA
(very late antigen) -4 et LFA (lymphocyte
function-associated antigen) -1 se fixant
respectivement aux molécules d'adhéren-
ce VCAM (vascular cell adhesion molecu-
le) -1 et ICAM (intercellular cell adhesion
molecule) -1. La fransmigration des CSH
au travers de I'endothélium peut alors se

SO I e ICe D

EI margination

cellule
souche

cellule

stromale

activation arrét

fransmigrafion

chimiotaxie

L,

implantation

Figure 3. Modéle d'im'{:lantah'on médullaire de cellules souches. L'implantation de
CSH dans la moelle de I'héte peut éire décomposée en plusieurs éiapes :
1. les CSH sont marginées par inferaction avec les sélectines E et P exprimées par les cellules en-

dothéliales ;

2. le SDF-1, présent & la surface des cellules endothéliales, active LFA-1 et VLA-4 ce qui déter-
mine leur adhérence compléte & ICAM-1 et VCAM-1, respectivement;
3. les cellules souches adhérentes, en réponse & 'activité chimiofacﬁgue du SDF-1 produit par les

cellules stromales médullaires, migrent au travers de la membrane

asale de Fendothélium vas-

culaire, via l'interaction de VLA-4 et de VIA-5 avec la Fn;
4. la motilité intramédullaire des CSH est assurée par chimiotaxie en direction des cellules stro-

males productrices de SDF-1;

5. les cellules souches atteignent les niches intramédullares formées de cellules stromales présen-
tant des ligands adéquats [VCAM-1 et Fn notamment) et sécrétant diverses cytokines et chimio-
ines nécessaires a leur survie, & leur prolifération et & leur différenciation.
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produire via les interactions VLA-
4/VCAM-1 et LFA-1/ICAM-1. La mem-
brane basale endothéliale est franchie
notamment gréce & |'adhérence des CSH
a la fibronectine {Fn) via deux récep-
teurs: VLA-4 et VLA-5 [17]. La mofilité
des CSH est stimulée de fagon direction-
nelle vers les espaces extravasculaires
médullaires. La mofilité directionnelle ou
chimiotaxie est opposée a la mofilité
aléatoire, ou chimiokinése. La chimiotaxie
des CSH se produit en direction d'un gra-
dient de SDF-1 produit par les fibro-
blastes et autres cellules stromales médul-
laires [18]. Le SDF-1 a pour effet de
stimuler la formation d’extensions cyto-
plasmiques, protéopodes ou filipodes, qui
orientent la cellule en direction des
concentrations élevées de SDF-1. En se
mouvant au fravers de protéines de matri-
ce extracellulaire comme la Fn [19], les
CSH atteignent finalement des logettes,
ou «niches» au contact de cellules stro-
males spécialisées exprimant VCAM-1 et
sécrétant une combinaison de facteurs
activateurs et inhibiteurs nécessaires &
I’homéostasie de I'hématopoigse [20]. Le
role primordial de VLA-4 dans le main-
tien des CSH au sein de la moelle osseu-
se a été montré par Papayannopoulou et
al [21].

Les CSH expriment donc & leur surface une
série de récepteurs d’adhérence leur per-
mettant de se fixer séquentiellement aux
cellules endothéliales et aux cellules siro-
males du microenvironnement médullaire.
L'état d’activité de ces récepteurs a un réle
essentiel pour diriger les mouvements de
CSH, via la réorganisation du cytosquelet-
te. Dans des cellules CD34* stimulées par
des cytokines activatrices et adhérant & la
Fn, on observe la formation de filaments
d'actine dans le cytosol cortical. Ceux-ci
sont associés dans des plaques d’adhéren-
ce focale au domaine cytoplasmique de la
sous-unité B1 commune aux intégrines
VLA-4 et VLA-5, qinsi qu'd des molécules
adaptatrices, telles que taline, vinculine, o
actinine et paxilline. La kinase de tyrosine
PYK2 que l'on refrouve dans les plaques
focales serait impliquée dans I'activation
de signaux intracellulaires contrdlant non
seulement I'offinité des intégrines (voies
inside-ouf} mais également la survie et la
prolifération des cellules souches et progé-
niteurs (voies outside-in) [22]. La nature
exacte de ces signaux de fransduction
reste encore largement indéterminée a ce
jour.

Un cerfain nombre de données expéri-
mentales ont permis de metire en éviden-
ce une modulation des propriétés d’adhé-
rence ou de motilité des CSH en fonction
de leur position dans le cycle cellulaire.
La Fn est reconnue par deux récepteurs
différents exprimés par les CSH. Ces
récepteurs appartiennent a la famille des
B1 intégrines, récepteurs hétérodimé-
riques composés d’'une méme chaine B1
et d’une chaine o4 (adB1 ou VLIA-4) ou
a5 (051 ou VLA-5). Les interactions des
CSH avec la Fn ne sont pas consfitutives
mais hautement inductibles. L'adhérence
a la Fn est modulée par des changements
d'affinité des récepteurs VLA-4 et VLA-5,
causés notamment par la stimulation de
récepteurs de cytokines ou I'engagement
d'autres récepteurs d’adhérence. En par-
ticulier, Levesque et al. ont montré
qu'apreés stimulation ex vivo par des fac-
teurs de croissance comme le stem cell
factor {SCF) ou l'interleukine IL-3, I'adhé-
rence de progéniteurs humains a la Fn
augmentait rapidement et de fagon tran-
sitoire pour atteindre un maximum en
30 minutes en raison d'un accroissement
d'affinité de VLA-4 et de VLA-5. Ce phé-
noméne élait réversible et I'adhérence a
la Fn revenait & un niveau basal aprés
2h [23). Dans cette étude, il n’était établi
aucun lien entre adhérence et cycle cellu-
laire. Par ailleurs, il est peu probable
qv’une stimulation de courte durée ait pu
induire la progression des cellules testées
dans le cycle cellulaire. Néanmoins, ces
premiéres observations mettent en lumiére
une association entre adhérence et stimu-
lation mitogénique.

Ces observations nous ont amené & exa-
miner |'adhérence des CSH a la Fn lors
du parcours du cycle cellulaire [24].
Notre modéle consistait & stimuler des
CSH et progéniteurs humains pendant
deux jours ex vivo de fagon & obtenir une
population cellulaire proliférant de fagon
asynchrone et se répartissant dans les dif-
ferentes phases du cycle. Nous avons pu
démontrer que I'adhérence a la Fn aug-
mentait globalement aprés stimulation
mitogénique ex vivo mais plus spécifique-
ment, en raison de |'apparition d'une
population cellulaire fortement adhérente
a la Fn et parcourant les phases S/G2+M
du cycle cellulaire. En revanche, les cel-
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lules cultivées résidant & ce moment en
Go/G, ne présentaient pas de fixation
plus intense & la Fn que les cellules initia-
lement mises en culture. Nous avons pu
établir que le passage depuis la phase de
quiescence G, vers la phase G, stimulait
aussi les capacités d'adhérence & la Fn.
Ces données concordent avec les obser-
vations de Yamaguchi et al. montrant
I'adhérence préférentielle des cellules
CD34* en S/G,+M aux cellules stromales
médullaires [25)]. Les inferrelations entre
adhérence a la Fn et cycle cellulaire ont
été établies non seulement pour des pro-
géniteurs différenciés mais également
pour des progéniteurs primitifs, biologi-
quement voisins de CSH, les long-term
culture-initiating cells (LTC-IC).

Nous avons ensuite évalué le réle de
VLA-4 et de VLA-5 dans la stimulation
de I'adhérence a la Fn observée en
phases S/G,+M. les cellules progéni-
trices cultivées ex vivo ont été incubées
avec des anticorps neutralisant spécifi-
quement VLA-4 ou VLA-5 avant de
mesurer leur adhérence. Ces expé-
riences ont indiqué que I'adhérence sti-
mulée en phases actives du cycle cellu-
laire était principalement médiée par
VLA-5, VLA-4 étant plus impliqué dans
I'adhérence de cellules mitotiquement
inactives. Enfin, nous avons pu montrer
que les capacités d’adhérence a la Fn
de cellules progénitrices maintenues en
culture et proliférant de fagon asynchro-
ne, fluctuent constamment en fonction
du parcours du cycle cellulaire. En
conclusion, aprés une stimulation mito-
génique de deux jours ex vivo, dans des
conditions favorisant la prolifération des
CSH, nous observons que les cellules
induites a se diviser se fixent également
plus fermement & la Fn via VLA-5.
Dans d’autres types cellulaires, il est
bien établi qu’il existe une relation
inverse entre adhérence et motilits. A
force d’adhérence intermédiaire, la
cellule peut se mouvoir grace a des
interactions labiles de fixation et de
détachement avec son substrat. En
revanche, lorsque I'adhérence au sub-
strat est maximale, la cellule est immo-
bilisée et incapable de répondre aux
stimulations chimiotactiques [26]. On
peut donc émettre |'hypothése que
I'adhérence a la Fn, médiée par VLA-5
et stimulée lors de la réplication cellu-
laire, limite la motilité intramédullaire
et par conséquent la capacité des CSH

a s'implanter dans leur microenviron-
nement spécifique.

Dés lors, nous avons examiné les proprié-
tés de motilité des CSH et progéniteurs,
toujours aprés une stimulation mitogé-
nique de 2j [27]. Nous avons constaté
une capacité de migration plus importan-
te des cellules résidant en phase G,/G,
du cycle cellulaire, ou inversement, une
motilité déficitaire des progéniteurs se
situant en phase S/G,+M. L'association
entre motilité et cycle cellulaire était
observée tant pour les progéniteurs enga-
gés que pour les progéniteurs primitifs
(LTC-IC). La motilité plus faible des cel-
lules en S/G,+M dépendait de leur inter-
action avec la Fn: en effet, en présence
d’un substrat non adhérent comme ['albu-
mine sérique, la migration des progéni-
teurs en cycle ou hors cycle était iden-
tique.

En étudiant I'activité de VLA-4 et de VIA-
5 dans I'adhérence et la motilité des pro-
géniteurs hématopoiétiques, nous avons
pu constater que la fonction des deux
récepteurs étaient modulée différemment
en fonction de la phase du cycle cellulai-
re. En particulier, VLA-5 jouait un réle
primordial dans I'adhérence des cellules
en G,/M mais n’intervenait pas dans la
motilité des cellules progressant dans
cette méme phase du cycle. A Vinverse,
VLA-4 était impliqué dans la migration
des cellules progénitrices en G,/M mais
pas dans leur adhérence. On retrouve
donc, aussi bien pour VLA-4 que pour
VLA-5, une relation inverse entre adhé-
rence et motilité: un récepteur impliqué
dans la fixation statique & un substrat ne
pourra pas médier la motilité cellulaire
sur ce méme substrat, et vice versa. Un
niveau supplémentaire de complexité
existe ici dans la mesure o0 la fonction
des deux intégrines, qu'elle soit statique
{adhérence) ou dynamique (migration),
est modulée en fonction du cycle cellulai-
re. Ce phénoméne pourrait induire des
voies divergentes d'implantation médul-
laire des CSH selon leur position dans le
cycle et favoriser la rétention et/ou la sur-
vie de cellules quiescentes au détriment
de cellules activées.

Dans une étude ultérieure, les interac-
tions de progéniteurs avec Fn, VCAM-1
et ICAM-1 ont été évaluées dans le par-
cours d'un cycle cellulaire synchronisé
[28]. Les cellules CD34+* de sang de cor-
don ombilical se répartissent entre les
phases G, et G, du cycle cellulaire sui-

vant leur niveau hiérarchique (voir pré-
cédemment). Mises en culture en pré-
sence de cytokines activatrices et
d’aphidicoline, agent pharmacologique
inhibiteur de 'ADN polymérase, elles
progressent en phase G, et s'accumu-
lent au début de la phase S de synthése
de I'ADN. Le retrait de I'aphidicoline du
milieu de culture permet le passage
simultané de la majorité des cellules,
que ce soit des progéniteurs différenciés
ou plus primitifs (LTC-IC}, au travers de
la phase S. De cefte fagon, I'adhérence
et la motilité cellulaire peuvent étre exa-
minées & frois stades distincts du cycle
cellulaire : en Gy/G,, & la transition
G,/S et en phase S du premier cycle
exécuté ex vivo. Dans ces conditions,
nous avons observé une augmentation
réversible d’adhérence & la Fn durant la
phase S du cycle, ce qui corrobore les
résultats obtenus sur cellules non syn-
chronisées. L'adhérence & VCAM-1,
quant & elle, diminuait de 50% lors de
la phase S avant de retourner & son
niveau initial lorsque les cellules avaient
accompli leur premier cycle complet. Il
est peu probable que les modulations
observées dépendent simplement de
I'exposition des progéniteurs & des cyto-
kines activatrices ou de leur retrait de
leur microenvironnement naturel. En
effet, les cellules bloquées & la transition
G,/S en présence de concentrations
élevées de facteurs de croissance
voyaient leurs capacités d’adhérence
radicalement et réversiblement modi-
fiées une fois autorisées & poursuivre
leur cycle. Par ailleurs, on n’observait
pas de modulations fonctionnelles des
intégrines B1 lorsque les cellules progé-
nitrices étaient maintenues en G,/G, en
culture. Par conséquent, il semble bien
que ce soit le parcours du cycle cellulai-
re qui soit a l'origine des changements
d’adhérence identifiés, et ceci via des
mécanismes non encore élucidés. Si I'on
prend en compte que |'adhérence a
VCAM-1 est préalable & la migration
transendothéliale des CSH et indispen-
sable & leur rétention au contact de cel-
lules stromales dans le microenvironne-
ment médullaire, ces observations
peuvent en partie expliquer la trans-
plantabilité inefficace des CSH induites
a proliférer. L'augmentation transitoire
de la fixation & la Fn, protéine ubiqui-
taire de la membrane basale et du stro-
ma médullaire, pourrait également
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ralentir les mouvements cellulaires en
direction de cellules stromales médul-
laires spécialisées (figure 4). Une obser-
vation intéressante a cet égard est le fait
que l'activation des intégrines B1 par
I'anticorps activateur T52/16 abroge
les capacités reconstitutives de cellules
CD34* de sang de cordon tout en stimu-
lant leur adhérence & la Fn [29].

La survie, la prolifération et la différen-
ciation des CSH et progéniteurs sont
contrdlées par une grande variété de
cytokines activatrices et inhibitrices. Les
récepteurs aux molécules d’adhérence
sont non seulement nécessaires pour gui-
der les mouvements des CSH mais parti-
cipent également & la régulation de
I’hématopoigse. En particulier, I'engage-
ment des intégrines B1 [30] et des récep-
teurs des sélectines ESL et surfout PSGL-1
[31] inhibe la prolifération des cellules
progénitrices. Par conséquent, le contrale
de I'hématopoiese s'effectue en partie via
le maintien de la quiescence mitotique
des cellules adhérant aux protéines de la
matrice extracellulaire médullaire. Si les
modulations fonctionnelles des intégrines
sont susceptibles d’interférer avec la
transplantabilité des CSH activées ex
vivo, elles peuvent de méme perturber le

Motilité maximale a force d’adhésion intermédiaire

Go/G

VCAM-1
o
L
T
k=2
£

2 5/G+M
2
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g

Tableau

Résumé des modifications fonctionnelles observées
sur les progéniteurs primitifs LTC-IC générés ex vivo

Récepteur Ligand Adhérence Motilité Effet
anti-prolifératif
VIA-4 Fn, VCAM-1 H H H
VIA-5 Fn i i I
LFA-1 ICAM-1 = N =
Est Sélectine E = = =
PSGL-1 Sélectine P = = !

Sont représentées les modifications dans la capacité des récepteurs indiqués & médier I'adhérence et la motili-
té des progéniteurs primitifs LTC-IC aprés expansion ex vivo. Les modulations de I'effet anti-prolifératif de VLA-
4, VLA-5 et PSGL-1 sur les LTC-1 produites en culture sont également indiquées.

contrdle normal de leur prolifération une
fois implantées chez le receveur. Nous
avons étudié cette question en évaluant
I'effet de différents ligands du stroma
médullaire sur des LTC-IC non stimulées
ou produites par expansion ex vivo [32].
Nous n’avons pas observé d’effet
d'ICAM-1 ou de la sélectine E sur les
LTC-IC natives ou amplifiées ex vivo. Un
effet inhibiteur de la Fn, de la sélectine P
et de VCAM-1 a ét mis en évidence sur
le développement de progéniteurs secon-
daires & partir de LTC-IC « natives ». La
sélectine P et VCAM-1 ne montraient plus
d'effet sur des LTC-IC obtenues par divi-
sions d’auto-renouvellement exécutées ex
vivo. Seule la Fn conservait un effet inhi-
biteur sur les LTC-IC reproduites par cul-
ture. De fogon concordante avec la régu-
lation de I'adhérence & la Fn en fonction
du cycle cellulaire, I'effet inhibiteur de la
Fn sur les LTC-IC natives s’exercait via

Figure 4. Relation
enire force d’adhé-
rence et vitesse de
migration. Selon le
modele de Lauffenbur-
ger et al. [23], la vitesse
de migration cellulaire
varie de maniére bipha-
sique en fonction de la
force d'adhérence au
substrat. la transplanta-
bilité optimale des CSH
en Go/G, permet de
supposer que leur moti-
lité est maximale ¢ cette
phase du cycle cellulai-
re. Dans ce cas, lors du
transit en S/GAM, fant
une augmentation d'ad-
hérence sur Fn) qu'une
diminution d'adhérence

Fn

5/G+M

Force d’'adhésion [cellule/substrat]
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sur VCAM-1] aboutiront
d une réduction de la
motilité cellulaire.

VLA-4 tandis que l'inhibition des LTC-IC
produites ex vivo était médiée par VLA-
5. Nous avons pu également établir que
I'inactivation de VLA-4 et I'activation de
VLA-5 se produisaient spécifiquement
lorsque les progéniteurs étaient stimulés
par des cytokines & des concentrations
supra-physiologiques tandis que des
concentrations physiologiques des
mémes facteurs de croissance mainte-
naient |'activité fonctionnelle de VLA-4 et
VLA-5 & leur niveau initial. Ces observa-
tions sont & rapprocher de I'étude récen-
te publiée par Jetmore et al. [33]. Ces
auteurs ont observé que les cellules par-
venant dans la moelle de I'héte subissent
transitoirement un arrét de leur progres-
sion mitotique. Lorsque celui-ci se produit
en phase S/G,+M, les cellules entrent en
apoptose tandis que la viabilité des cel-
lules en G,/G, est préservée. Par consé-
quent, seules les CSH transplantées en
Go/G, pourront coloniser la moelle du
receveur et y ré-établir une prolifération
de cellules hématopoiétiques. Des études
ultérieures devraient déterminer si |'inac-
tivation de VLA-4 et I'activation de VLA-
5 en phase S/G,+M participent au
déclenchement de I'apoptose décrite par
Jetmore et au déficit de transplantabilité
des progéniteurs et CSH activées ex vivo.
En conclusion, les progéniteurs primitifs
LTC-IC stimulés & se reproduire ex vivo
par des cytokines activatrices & haute
concentration subissent des modifications
importantes non seulement dans leur
capacité & interagir avec les molécules
d’adhérence responsables de leur trans-
plantabilité, mais également & répondre
aux signaux inhibiteurs transmis par les
protéines matricielles médullaires

(tableau).

403



404

Une prolifération importante {jusqu’a
100fois) de progéniteurs peut &fre obtenue
dans des conditions de culture précisément
définies. Cette expansion s'accompagne de
divisions d’auto-renouvellement de CSH
transplantables [34]. Pour autant, il n’a pas
été possible jusqu'a présent d'obtenir une
expansion significative de CSH primitives,
lorsque celles-ci sont mises en évidence par
injection & la souris immuno-déficiente.
Limplantation inefficace des cellules en pro-
lifération active semble donc étre un obs-
tacle majeur & |'vilisation en fransplantation
clinique de CSH produites ex vivo. Les tra-
vaux visant & analyser les modulations de
transplantabilité associées au cycle cellulaire
doivent nous permetire de définir ultérieure-
ment les conditions permettant d'assurer la
réversibilit¢ de ce déficit. Des données
encourageantes ufilisont des focteurs arré-
tant le cycle des CSH ont été publiées
récemment [35]. D'un point de vue général,
les travaux impliquant la détection, chez
I'animal d’expérience, de CSH obtenues
aprés amplification ex vivo devraient spéci-
fiquement évaluer par marquage rétroviral
lo descendance clonale de CSH ayant par-
couru un ou plusieurs cycles en culture.

Les observations rapportées ici peuvent
aussi avoir une signification clinique
importante relative aux CSH leucémiques,
la plupart en prolifération active. Si
celles-ci présentent le méme déficit de
transplantabilité que les CSH normales,
cela peut impliquer que les purges de cel-
lules leucémiques aient une utilité plus
limitée qu’estimée antérieurement

Summary

In steady state, the majority of haematopoietic stem cells (HSC) reside in the
G, phase of the cell cycle. Cell cycle progression may be induced in vitro by
stimulatory cytokines in order to multiply HSC or as a preparative step in re-
froviral gene fransfer procedures. As compared to quiescent HSC, activated
HSC have a reduced capacity to support haematopoiefic regeneration affer
transplantation into conditioned hosts. This is not caused by irreversible diffe-
renciation but is rather modulated by cell cycle progression. Indeed, trans-
plantability of activated HSC returns to normal levels after cell cycle comple-
tion or withdrawal of mitogenic stimuli. We present experimental evi
suggesting that mitotic activation of HSC and progenitor cells induces defecti-
ve lgsming into host bone marrow. First, adhesion of progenitor cells fo the
bone marrow stroma increases during cell cycle progression. Specifically, fi-
bronectin {Fn) binding of ex vivo activated progenitors is stimulated in
S/G,+M phases. This stimulation is reversible affer termination of the cycle.
Cell-Fn interactions are mediated by two main receptors, VLA {very late anti-
gen) -4 and VLA-5 integrins. Mitogenic stimuli induce a functional inactivation
of VLA-4 and increase the offinity of VLA-5 for Fn. Stimulated Fn binding is
associated with a reduction in progenitor cell motility. Contrarily to Fn,

sion fo VCAM (vascular cell acﬁ\esion molecule) -1, another important ligand
within the bone marrow stroma, is reversibly reduced during cell cycle pro-
gression. Finally, it is observed that acti progenitor cells lose their cgili-
fy to respond fo inhibitory signals triggered by ment of adhesion re-
ceptors VLA-4 and PSGL (P-selectin glycoprotein ligand) -1. Further studies
will be necessary to assess the role of such modifications in the ineffective ho-
ming of activated HSC and to define means to overcome what may be a ma-
jor grawbock to clinical transplantation of ex vivo generated HSC.
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