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Avant-propos 
 

D’après le modèle classique de l’hématopoïèse, les cellules sanguines appartiennent 

à deux principaux lignages hématopoïétiques : le lignage lymphoïde et le lignage 

myéloïde. Le lignage lymphoïde comprend notamment les cellules Natural Killer 

(NK), les lymphocytes T (LT) et les lymphocytes B (LB) responsables des réponses 

immunitaires innée et adaptative. Le lignage myéloïde est quant à lui constitué de 

nombreux types cellulaires incluant les granulocytes (neutrophiles, éosinophiles, 

mastocytes et basophiles), les monocytes, les érythrocytes et les mégacaryocytes 

(MKs). Au sommet de la hiérarchie hématopoïétique se trouvent les cellules souches 

hématopoïétiques (CSHs) qui sont à l’origine de toutes les cellules sanguines de 

l’organisme grâce à leur capacité d'auto-renouvellement et de multipotence. Dans 

« l’arbre hématopoïétique », les CSHs sont connectées aux cellules lymphoïdes et 

myéloïdes matures par un spectre complexe de progéniteurs hématopoïétiques. Le 

premier stade de différenciation des CSHs correspond aux progéniteurs 

hématopoïétiques multipotents (MPPs) qui constituent le dernier stade commun aux 

lignages lymphoïde et myéloïde. En effet, la divergence entre ces lignages se produit 

lors de la différenciation des MPPs en progéniteurs lymphoïdes communs (CLPs) ou 

en progéniteurs myéloïdes communs (CMPs). Chez la souris, ces derniers sont 

générés à partir de différentes populations de MPP : les MPP2 et 3 présentent un 

biais myéloïde et les MPP4 un biais lymphoïde. Ces biais de différenciation résultent 

de l’expression différentielle de gènes pro-lymphoïdes et pro-myéloïdes qui sont 

relativement bien caractérisés. En revanche, et comme nous le verrons au cours de 

l’introduction de ce manuscrit, notre connaissance des facteurs intrinsèques et 

extrinsèques responsables de la mise en place de ces programmes 

transcriptionnels spécifiques reste à ce jour parcellaire.  

 

Les cellules souches et progéniteurs hématopoïétiques (CSPHs), incluant les MPPs, 

résident dans la moelle osseuse (MO) en lien avec des structures spécialisées 

appelées niches. Les échanges bidirectionnels qui s’établissent entre les CSPHs et 

leurs niches assurent le maintien de l’homéostasie de l’écosystème médullaire. Les 

niches jouent notamment un rôle dans la spécification et l’engagement lymphoïde 

versus myéloïde des CSPHs. En effet, en fonction de leur localisation, les CSPHs 
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sont exposés à différents signaux extracellulaires qui régissent leur devenir. 

Cependant, la localisation et la nature des niches occupées par les sous-

populations de MPPs,     ’                                                  , 

restent à définir. Au sein de la MO, le couple formé par la chimiokine (CK) 

CXCL12/SDF-1 et l’un de ses récepteurs CXCR4, qui appartient à la famille des 

récepteurs à 7 domaines transmembranaires couplés aux protéines G (RCPG), 

régule la rétention et la quiescence des CSPHs, deux processus qui s'avèrent 

dérégulés dans le Syndrome WHIM (SW). Le SW est une maladie immuno-

hématologique rare, le plus souvent causée par des mutations autosomiques 

dominantes gain de fonction de CXCR4. L’une de ces mutations, la mutation 

hétérozygote CXCR41013, entraine l’expression membranaire d’un récepteur CXCR4 

tronqué dans sa partie C-terminale, ce qui conduit à un défaut de désensibilisation, 

et donc à un gain de fonction du récepteur en réponse à son ligand CXCL12. 

Les patients atteints du SW présentent notamment une profonde lympho-neutropénie 

circulante dont l’origine était inconnue. 

 

L’impact in vivo d’un gain de fonction de CXCR4 sur l’homéostasie leucocytaire 

restant à définir, notre équipe a généré par une stratégie de "knock-in" un modèle 

murin hétérozygote pour la mutation Cxcr41013. Ce modèle phénocopie le gain de 

fonction de Cxcr4 ainsi que la lympho-neutropénie sanguine observés chez les 

patients. À l’aide de ce modèle et de prélèvements sanguins de patients atteints du 

SW, nous avons exploré la possibilité qu’un défaut de différenciation des CSPHs 

était à l’origine de la lymphopénie circulante. Ces travaux, auxquels j’ai activement 

contribué, ont constitué le corps de la thèse soutenue par Christelle Freitas en 2016 

sous la direction du Dr. Karl Balabanian. Dans le cadre de cette étude qui a donné 

lieu à une publication et un brevet que je signe tous deux, nous avons notamment 

révélé un rôle majeur de la désensibilisation de Cxcr4 dans la différenciation 

lymphoïde des CSPHs et identifié le stade MPP comme étant défectueux. Ce travail 

a été fondateur de mon projet de thèse qui vise à déterminer si et comment la 

signalisation de CXCR4 façonne la spécification lympho-myéloïde des MPPs 

(Figure 1). À cet égard, j’exposerai au cours de l’introduction du manuscrit les 

différents éléments qui m’ont permis de positionner mon sujet. La première partie 

sera consacrée au développement hématopoïétique chez la souris et l’Homme. Dans 

une seconde partie, j’exposerai les différents facteurs intrinsèques et extrinsèques 
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identifiés dans la régulation de la spécification lymphoïde versus myéloïde des 

MPPs. Enfin, je détaillerai les caractéristiques de l’axe formé par la CK CXCL12 et 

son récepteur CXCR4 ainsi que son implication dans le SW. 

 

 
Figure 1 : Quel est le rôle de la désensibilisation de Cxcr4 dans la spécification 

des MPPs ? 

Lors d’une précédente étude publiée dans J Exp Mep en 2017, nous avons 
déterminé que la désensibilisation de Cxcr4 était requise à la différenciation des 
CSHs en MPPs et en progéniteurs lymphoïdes. La divergence entre les lignages 
lymphoïde et myéloïde se produit au stade MPP, au sein duquel règne une 
hétérogénéité moléculaire et fonctionnelle: les MPP2/3 sont biaisés myéloïde et les 
MPP4 sont orientés lymphoïde. Le rôle de la désensibilisation de Cxcr4 dans la 
génération, le maintien et la différenciation de ces sous-populations de MPPs reste à 
définir. LT-CSH : « long term » cellule souche hématopoïétique ; ST-CSH : « short 
term » cellule souche hématopoïétique ; MPP : progéniteur multipotent ; CLP : 
progéniteur lymphoïde commun ; CMP : progéniteur myéloïde commun ; ETP : 
progéniteur thymique précoce ; proB : progéniteur B ; GMP : progéniteur granulo-
macrophagique ; MEP : progéniteur mégacaryocytaire-érythroïde.  
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2. Régulations intrinsèques et extrinsèques de la spécification 

des MPPs 

3. L’ x     L12/      
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1 L’         è   

1.1 O             ’         è   

1.1.1 Définition de  ’         è   

L’hématopoïèse se définit comme le processus physiologique permettant le 

renouvellement en continu de toutes les cellules sanguines de l’organisme : les 

globules rouges (érythropoïèse), les leucocytes (leucopoïèse) et les plaquettes 

(thrombopoïèse). Toutes ces cellules dérivent des CSHs qui résident, chez l’Homme 

et la souris adultes, dans la MO. À la fin du siècle dernier, des expériences de 

reconstitution de l’hématopoïèse couplées à des tests de clonogénicité ont permis 

l’identification de deux propriétés essentielles des CSHs : l’auto-renouvellement et la 

multipotence (Morrison et al., 1995; Reya et al., 2001). À l’inverse, les progéniteurs 

hématopoïétiques dérivant des CSHs ont été définis par l’absence de potentiel 

d’auto-renouvellement et, à l’exception notable des MPPs, par une perte de la 

multipotence qui restreint leur différenciation à un des principaux lignages 

hématopoïétiques : lymphoïde, granulo-macrophagique (GM) ou mégacaryocytaire-

érythroïde (Meg/E). Les CSHs sont ainsi capables d’assurer leur propre maintien 

mais aussi de générer tous les types de cellules sanguines via la production de 

progéniteurs de plus en plus engagés au sein des différents lignages 

hématopoïétiques (Orkin & Zon, 2008; Doulatov et al., 2012). Dans les modèles 

classiques de différenciation hématopoïétique murine et humaine, l’ensemble de ces 

populations forment un « arbre hématopoïétique » dont les branches illustrent les 

liens hiérarchiques qui s’établissent entre les différents types cellulaires et qui 

conduisent à la différenciation des CSHs en cellules sanguines matures (Figures 2 

et 3). Les principaux stades de la différenciation murine et humaine seront détaillés 

dans la suite de mon manuscrit. 
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Figure 2 : Modèle classique de différenciation hématopoïétique dans la MO 
chez la souris (d’après Orkin & Zon, 2008) 

 
NK : natural killer ; LT : lymphocyte T ; LB : lymphocyte B. 
 

 

Figure 3 : Modèle classique de différenciation hématopoïétique dans la MO 
chez l'Homme adulte (d’après Doulatov et al., 2012) 

 
CSH : cellule souche hématopoïétique ; MLP : progéniteur multi-lymphoïde. 
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1.1.2 S         ’         è   

Chez l’Homme et la souris, l’hématopoïèse se met en place dès le début de la vie 

embryonnaire au sein de diverses régions anatomiques (Figure 4).  

 

 

Figure 4 : O                è                      z  ’H                  
(adapté de Baron et al., 2013) 

AGM : Aorte-gonades-mésonéphros ; MO : moelle osseuse 
 

Dans le mésoderme ventral, une hématopoïèse dite "primitive" permet en premier 

lieu la génération de progéniteurs hématopoïétiques communs aux cellules 

hématopoïétiques et aux cellules endothéliales (CEs) appelés hémangioblastes 

(Choi et al., 1998; Boisset et al., 2010; Lancrin et al., 2009). Ces derniers migrent 

ensuite dans le sac vitellin afin de produire des progéniteurs myélo-érythroïdes à 

l’origine des érythrocytes assurant l’oxygénation des tissus (Böiers et al., 2013; 

McGrath et al., 2015). Cependant, aucune CSH n’est encore retrouvée à ce stade de 

développement.  

Après la migration des progéniteurs hématopoïétiques vers la région Aorte-

Gonades-Mésonéphros (AGM), l’hématopoïèse primitive est remplacée par 

l’hématopoïèse définitive qui va permettre la génération des premières CSHs. Celles-

ci apparaissent au cours du 10,5ème jour de gestation chez la souris et du 35ème au 

44ème jour de gestation chez l’Homme (Ivanovs et al., 2011). Chez la souris, ces 
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CSHs sont d’ores et déjà capables de se différencier in vitro au sein des lignages 

lymphoïde, myéloïde et érythroïde (Cumano et al., 1996) et de reconstituer 

l’hématopoïèse d’une souris receveuse létalement irradiée (Müller et al., 1994). 

A partir du 11ème jour de gestation chez la souris et de la 3ème semaine de gestation 

chez l’Homme se met en place une hématopoïèse placentaire qui se déroule en 

parallèle de celle qui a lieu dans l’AGM. Cette hématopoïèse est rendue possible par 

la migration de certaines CSHs de l’AGM vers le placenta mais aussi par la 

génération de CSHs de novo (Gekas et al., 2005; Lee et al., 2010). Les CSHs sont 

maintenues dans un état indifférencié dans le placenta mais vont s’expandre avant 

de migrer vers le foie fœtal à partir du 15ème jour de gestation chez la souris et de la 

7ème semaine de gestation chez l’Homme.  

A partir du 11ème jour de gestation, les CSHs murines migrent de l’AGM vers le foie 

 œ    qui va devenir le site principal de l’hématopoïèse durant la vie embryonnaire 

(Ema & Nakauchi, 2000). Contrairement aux CSHs adultes localisées dans la MO qui 

sont majoritairement quiescentes, les CSHs du foie fœtal sont hautement 

prolifératives (Morrison et al., 1995). Le groupe de PS. Frenette a récemment mis en 

évidence que les péricytes Nestin+Neuron-glial2(NG2)+ qui composent la niche des 

CSHs dans le foie fœtal sont responsables de ce statut hyperprolifératif via des 

mécanismes restant à déterminer (Khan et al., 2016). Une activité hématopoïétique 

dans le foie fœtal humain apparait, quant à elle, à partir du 23ème jour de gestation 

(Tavian et al., 1999).  

La rate est colonisée à partir du 15ème jour de gestation par les CSHs murines en 

provenance du foie fœtal (Christensen et al., 2004; Morita et al., 2011). Chez 

l’Homme, la présence d’érythrocytes dans la rate peut être observée à partir du 3ème 

mois de gestation (Steiniger et al., 2007). L’environnement splénique ne permet pas 

d’assurer la production de CSHs ni leur expansion, elle constitue ainsi un site de 

maintien de l’hématopoïèse (Bertrand et al., 2006). Chez la souris, il a été rapporté 

qu’une activité hématopoïétique principalement érythropoïétique peut persister dans 

la rate après la naissance (Wolber et al., 2002). Par ailleurs, si en conditions 

physiologiques l’hématopoïèse adulte a lieu dans la MO, la rate peut être le siège 

d’une hématopoïèse extra-médullaire (HEM) qui se caractérise par une accumulation 

des CSHs possédant un biais myéloïde (Inra et al., 2015). L’HEM est un phénomène 

physiologique compensatoire qui est mis en place suite à une hématopoïèse 

médullaire défectueuse (Deguchi et al., 1999), un besoin important en cellules 
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hématopoïétiques (Wolf & Neiman, 1987), une inflammation tissulaire (Baldridge et 

al., 2010) ou une production anormale de CKs (Miwa et al., 2013). 

Enfin, les CSHs vont coloniser la MO qui est le siège de l’hématopoïèse adulte. Cela 

se produit à la fin du 3ème mois de gestation chez l’Homme (Charbord et al., 1996). 

Chez la souris, la colonisation de la MO a lieu à partir du 17ème jour de gestation 

(Owen & Ritter, 1969). 

 

La colonisation des différents organes au cours du développement fait appel à des 

mouvements migratoires des CSPHs qui sont notamment médiés par les CKs, 

sécrétées par les cellules stromales constituant les organes, et leurs récepteurs 

(RCKs), exprimés à la surface des CSPHs. Les couples CKs/RCKs permettent ainsi 

une régulation spatio-temporelle de la migration des CSPHs vers les différents 

organes cités précédemment. 

 

1.2 Les cellules souches hématopoïétiques 

1.2.1 Identification et caractérisation des cellules souches hématopoïétiques 
murines 

En 1961, JE. Till et CE. McCulloch ont rapporté que la transplantation de MO à une 

souris irradiée létalement permettait la survie de la souris receveuse en lien avec 

l’apparition de colonies hématopoïétiques dans la rate (Till & McCulloch, 1961). Ces 

travaux sont ainsi les premiers à rapporter l’existence de CSHs capables de générer 

un système hématopoïétique fonctionnel au sein d’un organisme qui en est 

dépourvu. Par la suite, le groupe d’IL. Weissman fut pionnier dans la définition d'une 

combinaison de marqueurs de surface, incluant Thymocyte differentiation antigen-1 

(Thy-1) et Stem cell antigen-1 (Sca-1), permettant d’identifier phénotypiquement les 

CSHs (alors définies comme étant Lin-Thy-1lowSca-1+) par cytométrie en flux (CF) 

(Spangrude et al., 1988). Au cours des années qui ont suivies, d’autres marqueurs 

ont été identifiés et sont toujours utilisés à ce jour pour isoler les CSHs tels que le 

cluster de différenciation (CD)34, Tyrosine-protein kinase Kit (c-Kit) et les récepteurs 

de la famille des Signaling Lymphocyte Activation Molecules (SLAMs) (Ikuta & 

Weissman, 1992; Okada et al., 1992; Osawa et al., 1996; Kiel et al., 2005; Oguro et 

al., 2013).  

 



11 

 

Chez la souris adulte, toutes les sous-populations de CSHs et de MPPs de la MO 

appartiennent au compartiment Lin-c-Kit+-Sca-1+ (LSK) qui représente environ 0,1% 

du nombre total des cellules médullaires (Spangrude et al., 1988; Ikuta & Weissman, 

1992; Li & Johnson, 1995; Weissman et al., 2001). Les CSHs ont été définies par le 

groupe de SJ. Morrison comme étant LSK CD48-CD150+ (Yilmaz et al., 2006). Au 

sein de ce compartiment, les « long term » CSHs (LT-CSHs) n’expriment ni CD34 ni 

la Fms-like tyrosine kinase 3 (Flt3, également appelée CD135 ou Flk2) (Osawa et al., 

1996; Adolfsson et al. 2001; Christensen & Weissman, 2001), tandis que les « short 

term » CSHs (ST-CSHs) acquièrent l’expression de CD34 mais demeurent Flt3- 

(Osawa et al., 1996 ; Yang et al., 2005). Les LT-CSHs forment une population rare, 

majoritairement quiescente et dotée d’une capacité de reconstitution à long terme de 

l’hématopoïèse, alors que les ST-CSHs, plus prolifératives et métaboliquement plus 

actives, ne sont capables de reconstituer l’hématopoïèse qu'à court terme. 

Récemment, il a été montré in vivo que les LT-CSHs sont capables d’effectuer 4 

divisions sans que cela n’impacte leur potentiel de reconstitution à long terme 

(Bernitz et al., 2016). Une 5ème division conduit en revanche à une perte complète de 

ce potentiel associée à un déclin irréversible du système hématopoïétique.  

 

Les LT-CSHs se différencient en ST-CSHs qui vont consécutivement engendrer les 

MPPs. Le modèle classique de différenciation hématopoïétique postule que l’étape 

d’engagement d’une CSH résulte en sa différenciation irréversible au sein du lignage 

lymphoïde ou myéloïde (Reya et al., 2001). Néanmoins, des analyses 

transcriptionnelles ont montré que les ST-CSHs, bien qu’elles ne soient engagées ni 

au sein du lignage lymphoïde ni au sein du lignage myéloïde, ont déjà initié 

l’expression de gènes spécifiques de ces lignages (Gautreau et al., 2010). Ce 

phénomène a été appelé spécification et permet une différenciation rapide en 

progéniteurs engagés tout en maintenant un certain degré de plasticité du potentiel 

de différenciation des CSHs. La spécification est donc un processus réversible 

contrairement               ’          . Bien que les CSHs soient 

multipotentes, elles peuvent, à l’instar des MPPs, présenter une spécification 

biaisée vers l’un ou l’autre des lignages hématopoïétiques. En effet, les groupes de 

HB. Sieburg et C. Eaves ont identifié, notamment par transplantation de CSH unique, 

des CSHs biaisées vers le lignage lymphoïde ou myéloïde ainsi que des CSHs ne 
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présentant pas de biais (Muller-Sieburg et al, 2002; Muller-Sieburg et al., 2004; 

Dykstra et al., 2007; Benz et al., 2012).  

 

Les travaux du groupe de H. Nakauchi indiquent que les CSHs CD150high possèdent 

un biais myéloïde (Morita et al., 2010), tandis que ceux du groupe de SJ Morrison 

rapportent que l’expression d’un autre marqueur de la famille SLAM, CD229, permet 

de distinguer des CSHs biaisées lymphoïde (CD229+) de CSHs biaisées myéloïde 

(CD229-) (Oguro et al., 2013). Enfin, le groupe de SEW. Jacobsen a identifié une 

sous-population de CSH exprimant des gènes spécifiques des plaquettes et 

capables de reconstituer à long terme le compartiment mégacaryocytaire (Sanjuan-

Pla et al., 2013). Ces CSHs peuvent être isolées sur la base de l’expression du 

marqueur von Willebrand factor (vWF) et sont capables de générer tous les 

progéniteurs. Elles engendrent également les CSHs vWF- qui présentent quant à 

elles un biais lymphoïde (Figure 5). Ces résultats ont par la suite été confirmés par 

le groupe de PS. Frenette qui a par ailleurs montré que ces deux sous-populations 

se localisent dans des régions distinctes de la MO (Pinho et al., 2018). En effet, alors 

que les CSHs vWF- sont retrouvées à proximité des cellules artériolaires, les CSHs 

vWF+ occupent des niches médullaires enrichies en MKs. De façon intéressante, la 

déplétion des MKs induite dans le modèle transgénique Cxcl4-cre;iDTR;Vwf-eGFP 

après traitement à la toxine diphtérique conduit à une perte du biais myéloïde des 

CSHs vWF+. Ces résultats suggèrent ainsi un rôle des MKs dans l’établissement du 

biais myéloïde qui caractérise les CSHs vWF+. 
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Figure 5 : Représentation schématique de la différenciation hématopoïétique 
dans la MO chez la souris telle que définie par les groupes de SEW. Jacobsen 

et de PS. Frenette 

Les CSHs vWF+ se trouvent au sommet de la différenciation hématopoïétique et 
engendrent tous les progéniteurs hématopoïétiques engagés et toutes les cellules 
sanguines matures. Dans ce modèle, les CSHs vWF- dérivent des CSHs vWF+ et se 
caractérisent par un biais lymphoïde. 
 

1.2.2 Identification et caractérisation des cellules souches hématopoïétiques 
humaines 

L’une des caractéristiques majeures des CSHs humaines réside dans leur extrême 

rareté. En effet, la fréquence de CSHs dans la MO est estimée à 1 sur 106 cellules 

(Wang et al., 1997). À la fin du siècle dernier, le développement de modèles murins 

humanisés et de tests de clonogénicité in vitro a permis une meilleure définition des 

différents stades de la différenciation hématopoïétique humaine au sommet de 

laquelle se trouvent les CSHs. Ces avancées ont notamment été permises par le 

développement des souris immunodéficientes Severe combined immune-deficient 

(Scid), qui sont dépourvues de LT et de LB, puis Non-Obese Diabetic(NOD)-Scid-

IL2Rgc-/- (NSG), qui sont déplétées en LT, LB et NK, au sein desquelles les 

lymphocytes humains peuvent survivre et circuler. En 1988, DE. Mosier et ses 

collaborateurs ont transplanté des cellules mononuclées de sang périphérique (PBL) 

humaines dans la cavité péritonéale de souris Scid (Mosier et al., 1988; Torbett et 

al., 1991).  Á partir de 2 semaines post-transplantation, ce laboratoire a rapporté la 

présence de LT et de LB humains dans la cavité péritonéale et la rate des souris 

Scid. Cela était associé avec une détection d’Immunoglobulines (Ig) humaines dans 

le serum des souris hu-PBL-Scid. En utilisant une approche différente, le groupe d’IL. 

Weissman est également parvenu en 1988 à générer des cellules immunitaires 
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humaines au sein de souris Scid (McCune et al., 1988).  Pour ce faire, ce laboratoire 

a implanté des fragments de thymus fœtal humain sous la capsule reinale des souris 

puis a injecté des cellules de foie fœtal autologues. Cette approche permet la 

production de LT et de LB à partir des cellules souches du foie fœtal qui maturent au 

sein des fragments de thymus humain. Ces résultats mettent ainsi en évidence la 

présence de CS(P)Hs dans le foie fœtal humain. En 1992, le groupe de JE. Dick a 

traité des souris Scid irradiées sous-létalement avec de l’interleukine 3 (IL-3), du 

Granulocyte macrophage colony stimulating factor (GM-CSF) et du Stem cell factor 

(Scf) d'origine humaine avant de les injecter avec des cellules de MO humaine 

(Lapidot et al., 1992). Ce protocole avait pour but de stimuler la différenciation des 

CSHs humaines au sein des souris immunodéficientes. Quatre mois après 

transplantation, ce laboratoire a observé l’apparition de progéniteurs myéloïdes et de 

LB issus du donneur, démontrant que les cellules humaines injectées sont 

multipotentes, capables de reconstituer les différents lignages hématopoïétiques à 

long terme, et peuvent donc à ce titre être considérées comme des CSHs.    

 

A l’instar des CSHs murines, les CSHs humaines peuvent être identifiées sur la base 

de l’expression des marqueurs CD34 et Thy-1. Cependant, l’expression de ces 

marqueurs à la surface des CSHs diffèrent entre l’Homme et la souris et ce bien que 

les propriétés d’auto-renouvellement et de multipotence soient communes aux CSHs 

de ces deux espèces (Tableau 1). Ainsi, contrairement aux LT-CSHs murines qui 

n’expriment pas CD34 à leur surface, plus de 99% des CSHs humaines sont CD34+ 

(Civin et al., 1984). Le groupe de A. Tsukamato a montré que l’injection de cellules 

CD34+Thy-1+ de MO fœtale humaine à des souris Scid permet une reconstitution à 

long terme de tous les lignages hématopoïétiques suggérant que cette population est 

fortement enrichie en CSHs (Murray et al., 1995). De plus, les CSHs humaines, 

expriment le marqueur Flt3 (Sitnicka et al., 2003) mais pas le marqueur CD150 

(Larochelle et al., 2011). Par ailleurs, l’expression de CD38, CD45RA et de l’intégrine 

α6 (également appelée CD49f) permet de distinguer les CSHs des progéniteurs 

hématopoïétiques (Bhatia et al., 1997; Conneally et al., 1997; Lansdorp et al., 1990; 

Notta et al., 2011). L’ensemble de ces travaux ont ainsi conduit le groupe de JE. Dick 

à définir les CSHs humaines comme étant CD34+CD38-Thy-1+CD45RA-Flt3+CD49f+ 

(Doulatov et al., 2012). Récemment, le groupe d’E. Laurenti a rapporté que 

l’expression de CLEC9A, un récepteur transmembranaire de type lectine C, à la 
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surface des CSHs humaines est associée avec une meilleure capacité de ces 

cellules à reconstituer les différents lignages hématopoïétiques à long terme 

(Belluschi et al., 2018). Ces CSHs CLEC9AhighCD34low sont capables in vitro 

d’engendrer des CSHs CLEC9AlowCD34high qui sont dépourvues de potentiel de 

différenciation érythroïde. Ces résultats suggèrent ainsi que l’acquisition d’un 

phénotype CLEC9AlowCD34high témoignerait d’une première étape de différenciation 

des CSHs en cellules ayant perdu la capacité à se différencier au sein du lignage 

érythroïde. 

 

 

Tableau 1 : Liste des différents marqueurs de surface utilisés pour identifier 
les CSHs murines et humaines 

CD : cluster de différenciation 

 

1.3 Les progéniteurs hématopoïétiques multipotents 

1.3.1 Identification et caractérisation des progéniteurs multipotents murins 

La caractérisation des MPPs (Morrison et al., 1997), des CLPs (Kondo et al., 1997) 

et des CMPs (Akashi et al., 2000) par le groupe d’IL. Weissman a conduit au 

développement de « l’arbre hématopoïétique » illustrant les différentes étapes de 

différenciation reliant les CSHs et leur descendance. Au sein de ce modèle, les 

MPPs correspondent au premier stade de différenciation des CSHs, se caractérisent 

par une perte du potentiel d’auto-renouvellement et constituent le dernier stade 

commun aux lignages lymphoïde et myéloïde (Reya et al., 2001). En effet, 

l’engagement au sein de l’un ou l’autre de ces lignages se produit lors de la 

différenciation des MPPs en CMPs ou en CLPs.  

 

Initialement, les premières publications faisant état des MPPs incluaient au sein de 

cette population des cellules dont les caractéristiques sont utilisées de nos jours pour 

définir les CSHs. En effet, SJ. Morrison et IL. Weissman ont initialement identifié trois 

populations de « MPPs » sur la base des marqueurs Mac-1, CD4 et c-Kit (Morrison & 

Weissman, 1994). La population Mac-1-CD4-c-Kit+ possède un potentiel d’auto-

CSHs murines (LSK) CSHs humaines (CD38-CD45RA-)

CD34
-
(LT-CSH)/CD34

+
(ST-CSH) CD34

+

Thy-1
low

Thy-1
+

CD48
-

CD49f
+

CD150
+

CLEC9A
high

Flt3
-

Marqueurs
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renouvellement à long terme et engendre la population Mac-1lowCD4- dont le 

potentiel d’auto-renouvellement devient transitoire (Morrison et al., 1997). Cette 

dernière génère la population Mac-1lowCD4low qui est dépourvue de capacité d’auto-

renouvellement et qui, de ce fait, est la population se rapprochant le plus de la 

définition actuelle des MPPs. En 2005, ce même groupe a déterminé que 

l’expression de CD150, un récepteur de la famille SLAM, permet de dissocier les 

CSHs des MPPs (Kiel et al., 2005). En effet, la transplantation de cellules 

médullaires totales CD150+ à des animaux irradiés a mis en évidence que ces 

cellules sont capables de reconstituer l’hématopoïèse à long terme et sont douées 

d’auto-renouvellement. À l’inverse, les cellules CD150- ne permettent qu’une 

reconstitution transitoire de l’hématopoïèse et sont incapables de s’auto-renouveler. 

Sur la base de ces résultats, une nouvelle définition phénotypique des CSHs (LSK 

CD48-CD150+) et des MPPs (LSK CD48-CD150-) a été proposée (Yilmaz et al., 

2006). 

 

Au cours de ces dernières années, différents groupes ont rapporté un rôle clé des 

MPPs dans le développement hématopoïétique. En 2014, le groupe de FD. Camargo 

a développé un nouveau modèle permettant de suivre in situ la différenciation des 

CSPHs à l’échelle unicellulaire (Sun et al., 2014b). Ce modèle fait appel à l’action 

d’une Hyperactive Sleeping Beauty (HSB) transposase, dont l’expression est médiée 

par un activateur transcriptionnel Doxycycline(Dox)-dépendent. L’administration de 

Dox à ce modèle murin induit l’expression de la transposase qui va alors catalyser 

l’intégration d’un transposon ADN (Acide désoxyribonucléique) au sein du génome. 

Cette intégration se faisant de façon aléatoire, le site d’insertion du transposon sera 

propre à chaque cellule et à sa progénie permettant ainsi de suivre la différenciation 

des différents CSPHs au niveau clonal. Grâce à ce modèle, ce groupe a montré de 

façon surprenante que seuls 5% des granulocytes, de progéniteurs B/précurseurs B 

(pro/pré-B) et monocytes dérivent des LT-CSHs tandis qu’environ 50% sont issus de 

la différenciation des MPPs. Ces données rapportent ainsi que les LT-CSHs 

contribuent faiblement à la production sanguine à l’âge adulte, alors qu’à l’inverse les 

MPPs jouent un rôle central dans la myélopoïèse et la lymphopoïèse. En utilisant 

une approche similaire, le groupe de HR. Rodewald a confirmé ces observations en 

rapportant que chaque jour 1 MPP sur 46 génère 1 CLP (Busch et al., 2015). Par 

ailleurs, ce groupe a observé qu’un MPP est capable de générer quotidiennement 4 
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CMPs. En comparaison, sur la même période de temps, 1 LT-CSH sur 110 génère 1 

ST-CSH et 1 ST-CSH sur 22 génère 1 MPP. Ces différences semblent liées à la 

haute capacité proliférative et de différenciation des MPPs en comparaison aux 

CSHs. Ainsi, le stade MPP constitue un stade d’amplification clé de la production de 

cellules sanguines.  

 

1.3.2 Hétérogénéité du compartiment MPP chez la souris 

Il est rapidement apparu dans la littérature que les MPPs forment en réalité une 

population cellulaire hétérogène pouvant être subdivisée en différentes sous-

populations aux caractéristiques phénotypiques et fonctionnelles distinctes. En effet, 

les premiers travaux se focalisant sur l’étude des MPPs rapportent que certains 

animaux irradiés puis transplantés avec un nombre restreint de MPPs (10 à 20 

cellules) présentent une reconstitution du lignage lymphoïde mais pas du lignage 

myéloïde, suggérant que la population MPP est hétérogène et contient des 

progéniteurs dont la différenciation est restreinte au lignage lymphoïde (Morrison & 

Weissman, 1994; Christensen & Weissman, 2001). Ces résultats ont amené 

différents groupes à appréhender la complexité phénotypique et fonctionnelle de ce 

compartiment, conduisant au développement de différents modèles qui reposent tous 

sur la définition de plusieurs sous-populations de MPPs aux propriétés distinctes. 

Ces différentes classifications diffèrent néanmoins par les marqueurs phénotypiques 

utilisés. De plus, et comme nous le verrons dans la suite du manuscrit, l’origine de 

ces sous-populations est à ce jour encore débattue, certains modèles décrivant un 

progéniteur commun aux différents MPPs tandis que d’autres soutiennent que les 

différentes sous-populations forment un continuum de différenciation.   

 

Le modèle de SJ. Morrison 

Le groupe de SJ. Morrison définit les MPPs sur la base de l’expression de deux 

marqueurs de la famille SLAM : CD48 et CD150 (Kiel et al., 2005; Yilmaz et al., 

2006). Ce même groupe a ensuite rapporté que l’expression de deux autres 

protéines SLAMs permettait de subdiviser phénotypiquement les MPPs (LSK CD48-

CD150-) en trois sous-populations (Oguro et al., 2013) : 

MPP1 = LSK CD48-CD150-CD229-/lowCD244- 

MPP2 = LSK CD48-CD150-CD229+CD244- 

MPP3 = LSK CD48-CD150-CD229+CD244+ 



18 

 

Les trois sous-populations ainsi définies sont toutes capables de reconstitution 

transitoire des différents lignages hématopoïétiques après transplantation. Les MPP1 

forment une population fonctionnellement hétérogène au sein de laquelle certaines 

cellules ont conservé une capacité d’auto-renouvellement et un potentiel de 

reconstitution à long terme, tandis que d’autres ne sont capables que de 

reconstitution transitoire jusqu’à 8 semaines après transplantation. En comparaison, 

les MPP2 et MPP3 ont totalement perdu la capacité d’auto-renouvellement et ne sont 

capables que d’une reconstitution transitoire jusqu’à 6 et 4 semaines après 

transplantation, respectivement. Par ailleurs, les MPP1 sont capables d’engendrer in 

vivo les MPP2 et MPP3. De plus, si la grande majorité de ces cellules sont 

quiescentes quelle que soit la sous-population considérée, une proportion 

significativement moindre de MPP3 est retrouvée en phase G0 du cycle cellulaire en 

comparaison aux MPP1 et MPP2. L’ensemble de ces résultats a conduit les auteurs 

à proposer une hiérarchie entre les trois sous-populations, au sein de laquelle les 

MPP1, qui ont conservé certaines caractéristiques des CSHs (auto-renouvellement, 

reconstitution de l’hématopoïèse à long terme), sont les plus primitifs. Les MPP2 

étant plus quiescents et capables d’une reconstitution à plus long terme que les 

MPP3, les auteurs émettent l’hypothèse que les MPP1 se différencieraient en MPP2 

qui eux-mêmes engendreraient les MPP3 (Figure 6). Bien que ce modèle soit le 

premier à décrire différentes sous-populations de MPPs et à suggérer un continuum 

de différenciation au sein de ce compartiment, il présente néanmoins des limites. En 

effet, les liens hiérarchiques proposés par ce groupe demeurent spéculatifs car la 

capacité des MPP2 et des MPP3 à engendrer ou non les autres sous-populations in 

vitro ou in vivo n’a pas été investiguée. De plus, ces travaux n'abordent pas les 

potentiels biais lymphoïde versus myéloïde des différentes sous-populations et ne 

permettent donc pas d’établir de liens hiérarchiques entre ces sous-populations et 

les progéniteurs engagés au sein des lignages lymphoïde et myéloïde.  
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Figure 6 : Modèle d'hétérogénéité et de hiérarchie des sous-populations de 
MPPs selon SJ. Morrison et coll. 

La différenciation des MPP1 en MPP3 s’accompagnerait d’une perte de la capacité 
d’auto-renouvellement, d’une baisse progressive du potentiel de reconstitution 
hématopoïétique et d’une diminution de la proportion de cellules en quiescence. 
 

Le modèle de M. Kondo 

Afin d’identifier les sous-populations de MPPs à l’origine des progéniteurs 

lymphoïdes et myéloïdes, le groupe de M. Kondo a mené des analyses 

transcriptomiques visant à identifier des molécules de surface différentiellement 

exprimées entre les CSHs, les CLPs et les CMPs. Leurs résultats ont mis en 

évidence que la Vascular cell adhesion molecule-1 (VCAM-1) est fortement exprimée 

par les CSHs et les CMPs mais que son expression est indétectable au sein des 

CLPs ce qui fut confirmé au niveau protéique par CF (Lai et al., 2005). Ces données 

suggéraient donc que la perte d'expression de VCAM-1 est associée à un 

engagement lymphoïde des progéniteurs. L’absence d’expression de VCAM-1 est en 

fait observable dès le stade MPP (défini comme LSK Thy1.1-Flt3+) au sein duquel 10 

à 15% des cellules peuvent être considérées comme étant VCAM-1-. Ces MPPs 

VCAM-1- présentent un potentiel myéloïde diminué in vitro et in vivo en comparaison 

aux MPPs VCAM-1+ et une absence totale de potentiel érythroïde. En outre, les 

MPPs VCAM-1- sont capables de reconstituer plus rapidement le lignage lymphoïde 

que les MPPs VCAM-1+, suggérant que le contingent de MPPs VCAM-1- comprend 

une plus grande proportion de progéniteurs biaisés lymphoïde. De plus, les MPPs 

VCAM-1+ sont capables de générer in vivo des MPPs VCAM-1-, des CMPs et des 

CLPs, tandis que, sur la même période de temps, les MPPs VCAM-1- sont capables 

d’engendrer des CLPs mais pas de MPPs VCAM-1+ ou de CMPs. Ces résultats 

identifient donc les MPPs VCAM-1+ comme une population plus primitive que les 

MPPs VCAM-1-. Dans une seconde publication, ce laboratoire rapportera que le 

stade MPP (défini comme LSK Thy1.1-) est formé non pas de deux, mais de trois 
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sous-populations sur la base de l’expression de VCAM-1 et de Flt3 (Lai & Kondo, 

2006). En effet, si les MPPs VCAM-1- expriment fortement le marqueur Flt3 à leur 

surface (MPPs VCAM-1-Flt3high), les MPPs VCAM-1+ peuvent être subdivisés en 

deux sous-populations en fonction du niveau d’expression de Flt3 (MPPs VCAM-

1+Flt3low et VCAM-1+Flt3high). Seuls les MPPs VCAM-1+Flt3low ont la capacité de 

générer des colonies érythroïdes in vitro. L’étude du potentiel de différenciation des 

différentes sous-populations in vivo a révélé que les MPPs VCAM-1-Flt3high 

présentent un potentiel GM moindre que celui des MPPs VCAM-1+Flt3low ou Flt3high 

mais se différencient plus rapidement en LT et LB. À la vue de ces résultats, le 

groupe de M. Kondo a proposé une version revisitée de l’arbre hématopoïétique 

dans laquelle les MPPs VCAM-1+Flt3low constituent la population la plus primitive se 

situant à l’embranchement entre les lignages Meg/E, GM et lymphoïde. Ces cellules 

se différencient ensuite en MPPs VCAM-1+Flt3high qui ont perdu la capacité à se 

différencier au sein du lignage Meg/E et qui vont eux-mêmes générer les MPPs 

VCAM-1-Flt3high qui présentent un biais lymphoïde, bien qu’ils conservent un 

potentiel GM résiduel (Figure 7). Ces résultats suggèrent donc que le biais 

lymphoïde des MPPs résulte de la perte progressive de leur capacité à se 

différencier au sein des autres lignages. De plus, et comme nous le verrons dans la 

suite de ce manuscrit, les travaux de ce groupe rapporte que cette hétérogénéité 

phénotypique et fonctionnelle est associée avec une localisation médullaire 

différentielle.  

 

 

Figure 7 : Modèle d'hétérogénéité et de hiérarchie des sous-populations de 
MPPs selon M. Kondo et coll. 

La différenciation des MPPs VCAM-1+Flt3low en MPPs VCAM-1+Flt3high 

s’accompagne de la perte du potentiel Meg/E. La différenciation subsidiaire en MPPs 
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VCAM-1-Flt3high conduit à la perte quasi complète du potentiel GM et à l’engagement 
lymphoïde. 

 

Chez la souris, des progéniteurs dont la différenciation est restreinte au lignage T 

(pré-LT) sont naturellement présents dans la rate et constitueraient le stade le plus 

précoce du développement T (Arcangeli et al., 2005; Gautreau et al., 2007). Les pré-

LT sont également retrouvés dans la rate de souris transplantées avec de la MO, 

suggérant que ces cellules dérivent d’un progéniteur médullaire potentiellement 

capable de quitter la MO pour entrer dans la circulation sanguine et coloniser la rate. 

Le groupe de S. Ezine a émis l’hypothèse que ce progéniteur pourrait être une des 

sous-populations de MPPs identifiées par le groupe de M. Kondo. Ce laboratoire a 

renommé les trois sous-populations de MPPs définies par le groupe de M. Kondo 

(Zepponi et al., 2015) : 

MPP1 = LSK VCAM-1+Flt3- 

MPP2 = LSK VCAM-1+Flt3+ 

MPP3 = LSK VCAM-1-Flt3+ 

V. Zepponi et ses collaborateurs ont déterminé que seule la sous-population MPP3 

est détectable dans le sang de souris sauvages ce qui suggère que ces cellules 

pourraient coloniser la rate et le thymus. Afin d’étayer cette hypothèse, ce groupe a 

ensuite étudié l’expression de Ccr7 et Ccr9, deux RCKs impliqués dans la 

domiciliation des progéniteurs thymiques précoces (ETPs) dans le thymus (Zlotoff et 

al., 2010). En comparaison aux deux autres sous-populations, les MPP3 expriment 

plus fortement les produits des gènes codant Ccr7 et Ccr9 dans la MO. De plus, 

l’expression de ces deux RCKs est plus importante à la surface des MPP3 circulants 

que des MPP3 médullaires suggérant un rôle de ces récepteurs dans le passage des 

MPP3 de la MO vers le sang. Ces résultats ont amené les auteurs à étudier la 

capacité des différentes sous-populations de MPPs à générer des pré-LT spléniques 

in vivo. Afin de s’affranchir de l’influence du thymus, ils ont injecté les MPPs à des 

souris receveuses athymiques irradiées sous-létalement. Leurs résultats montrent 

que les MPP3 ont colonisé la rate des souris receveuses et généré des pré-LT 

spléniques plus efficacement que les MPP1 et MPP2 15 jours après la 

transplantation. Ces données confirment donc les résultats du groupe de M. Kondo 

rapportant que la sous-population de MPP présentant la plus faible expression de 
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VCAM-1 et la plus forte expression de Flt3 possède intrinsèquement le plus fort 

potentiel lymphoïde. 

 

Positionnement des LMPPs dans le lignage lymphoïde 

Conformément aux travaux de M. Kondo et S. Ezine, d’autres groupes ont rapporté 

une corrélation entre l’expression de Flt3 et l’acquisition d’un fort potentiel de 

différenciation lymphoïde par les MPPs. En effet, Flt3 a été utilisé par le groupe de 

SEW. Jacobsen pour définir les progéniteurs lymphoïdes multipotents (LMPPs = LSK 

CD34+Flt3+) (Adolfsson et al., 2001). Les LMPPs représentent environ 25% du 

nombre total de LSK et forment une population hétérogène comprenant des cellules 

capables de se différencier exclusivement au sein du lignage GM ou du lignage 

lymphoïde (LT, LB et NK), ou présentant un double potentiel de différenciation 

GM/lymphoïde. Cependant, si les LMPPs permettent une reconstitution rapide et 

robuste du compartiment lymphoïde jusqu’à 16 semaines après transplantation, ils 

ne sont capables que d’une reconstitution faible et transitoire (8 semaines) du 

compartiment myéloïde. De plus, et à l’inverse des cellules LSK Flt3-, les LMPPs 

sont incapables d’assurer la production de cellules mégacaryocytaires et érythroïdes 

in vitro et in vivo, suggérant que ces cellules ont subi une première étape 

d’engagement les privant de potentiel de différenciation Meg/E (Adolfsson et al., 

2005). En lien avec les résultats des groupes de M. Kondo et S. Ezine cités 

précédemment qui distinguent deux sous-populations de MPPs Flt3+ (MPP2 et 3), 

les LMPPs chez la souris constituent donc une population fonctionnellement 

hétérogène comme en témoigne leur double potentiel GM/lymphoïde. 

 

Le modèle à 4 sous-populations de MPPs d’A. Trumpp et d’E. Passégué 

L’expression membranaire de Flt3 a également été utilisée en 2008 par le groupe 

d’A. Trumpp pour définir un nouveau spectre de sous-populations de MPPs dans la 

MO murine (Wilson et al., 2008). En combinaison avec les marqueurs CD34, CD48 

et CD150, Flt3 permet ainsi la caractérisation de quatre sous-populations : 

MPP1 = LSK CD34+CD48-CD150+Flt3- 

MPP2 = LSK CD34+CD48+CD150+Flt3- 

MPP3 = LSK CD34+CD48+CD150-Flt3- 

MPP4 = LSK CD34+CD48+CD150-Flt3+ 
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Il est important de noter que la définition phénotypique des MPP4 donnée par le 

groupe d’A. Trumpp recoupe celle des LMPPs donnée par le groupe de SEW. 

Jacobsen de par l’expression de Flt3 et CD34 commune à ces deux types cellulaires. 

La définition des MPP1 est quant à elle semblable à celle des ST-CSHs rapportée 

par le groupe de DE. Harrison et RK. Zhong (Harrison & Zhong, 1992; Zhong et al., 

1996). Cette similarité n’est pas seulement phénotypique mais également 

fonctionnelle puisque l’étude des capacités prolifératives des différentes sous-

populations de MPPs menées par le groupe d’A. Trumpp a révélé que la proportion 

de cellules en phases S et G2/M du cycle cellulaire est 7 fois plus importante dans 

les MPP1 que dans les LT-CSHs tels que définis par le groupe de H. Nakauchi (LSK 

CD34-CD48-CD150+Flt3-), mais 2 fois inférieure à celle observée dans les MPP2, 

MPP3 et MPP4. Cette capacité proliférative est associée à une perte de potentiel de 

reconstitution de l’hématopoïèse à long terme et d’auto-renouvellement des MPP1 

(Cabezas-Wallscheid et al., 2014). Comme nous le verrons dans la suite de ce 

manuscrit, le métabolisme glycolytique est associé avec un état quiescent des 

CSPHs (Shyh-Chang et al., 2013). En lien avec la réduction de leur quiescence, les 

MPP1 présentent, en comparaison aux LT-CSHs, une diminution de l’expression 

protéique des enzymes reliées à la glycolyse telles que les lactate dehydrogenases b 

et d (Ldhb, Ldhd) (Cabezas-Wallscheid et al., 2014). Ces résultats suggèrent ainsi 

que les MPP1 forment une population métaboliquement plus active que les LT-

CSHs. Compte tenu de l’ensemble de ces résultats, les versions revisitées de l’arbre 

hématopoïétique considèrent désormais que les MPP1 et les ST-CSHs forment une 

seule et même population au même titre que les MPP4 et les LMPPs (Cheng et al., 

2020).  

Le groupe d’E. Passegué a étudié la contribution de chacune des MPP2, 3 et 4 à la 

production des cellules sanguines à l’homéostasie en réalisant des analyses 

transcriptomiques couplées à des tests de différenciation in vitro et in vivo (Pietras et 

al., 2015). Leurs résultats mettent en évidence pour chacune des sous-populations 

des biais spécifiques : un biais Meg/E pour les MPP2, un biais GM pour les MPP3 et 

un biais lymphoïde pour les MPP4. Néanmoins, et en dépit de ces biais, ces sous-

populations demeurent multipotentes. En effet, bien que les MPP4 présentent un fort 

potentiel lymphoïde au niveau moléculaire et fonctionnel, ils semblent capables de 

reconstituer transitoirement le compartiment GM d’animaux irradiés jusqu’à 10 jours 

après transplantation (contre 24 jours pour les MPP2 et les MPP3). Récemment, le 
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groupe de FD. Camargo a suivi le devenir médullaire des CSPHs à l’homéostasie 

grâce à l’intégration aléatoire d’un transposon catalysé par une HSB transposase. Le 

site d’insertion du transposon étant propre à chaque cellule et à sa progénie, cette 

technique permet de suivre le devenir d’une cellule au niveau clonal (Rodriguez-

Fraticelli et al., 2018). Les résultats de cette étude ont confirmé que les MPP2 

représentent une source majeure de MKs mais aussi que certains MKs dérivent 

directement des LT-CSHs sans différenciation intermédiaire en MPP2. En effet, le 

devenir des LT-CSHs au sein du lignage MK semble prédominant sur les autres 

lignages. 

 

Contrairement aux modèles décrits précédemment, les sous-populations MPP2, 3 et 

4 ne se différencient pas séquentiellement à partir d’une sous-population de MPP 

plus primitive mais sont générées indépendamment à partir des ST-CSHs/MPP1 

(Pietras et al., 2015). À l’homéostasie, ces dernières produisent un nombre restreint 

de MPP biaisés myéloïde (MPP2 et MPP3) et une quantité plus importante de MPP 

biaisés lymphoïde (MPP4) qui représentent à eux seuls environ 60% du nombre total 

de LSK dans la MO d’une souris sauvage. Sur la base de ces observations, plusieurs 

modifications peuvent être apportées à l’arbre hématopoïétique tel qu’initialement 

proposé par le groupe d’IL. Weissman (Figure 8) (Cheng et al., 2020). 

 

 

Figure 8 : Schéma hypothétique de la différenciation hématopoïétique murine 
(d’après Cheng et al., 2020) 
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Ce schéma est une représentation hypothétique de la différenciation 
hématopoïétique murine basée sur les résultats obtenus par les groupes d’A. 
Trumpp et d'E. Passegué. Dans ce modèle, les LT-CSHs se différencient en premier 
lieu en MPP1/ST-CSHs. Ces derniers génèrent indépendamment les MPP2, les 
MPP3 et les MPP4/LMPPs. Les MPP2 engendrent les plaquettes et les érythrocytes 
via la production des progéniteurs mégacaryocytaire-érythroïdes (MEPs). Les MPP3 
engendrent principalement des granulocytes et des monocytes grâce à la production 
des progéniteurs granulo-macrophagiques (GMPs). Les MPP4/LMPPs génèrent 
majoritairement des cellules lymphoïdes. MkP : progéniteur mégacaryocytaire ; Pre 
CFU-E : colony forming unit érythroïde. 
 
Les travaux du groupe d’E. Passegué ont remis en cause les modèles décrits par les 

groupes de SJ. Morrison et de M. Kondo qui postulent tous deux qu’un continuum de 

différenciation se forme entre les sous-populations de MPPs. Ces données reposent 

sur l’utilisation d’un modèle murin délété pour le gène codant le récepteur à la 

thrombopoïétine (Mpl) qui est requis à la production des MKs (Pietras et al., 2015). 

En conséquence, ces souris présentent un défaut plaquettaire associé à une 

diminution drastique du nombre de MPP2 (biaisés Meg/E) dans la MO. Cette 

contraction du compartiment MPP2 n’a pas d’impact sur la représentation des MPP3 

et MPP4 dans la MO suggérant que ces deux sous-populations ne sont pas 

produites par les MPP2. Ces résultats écartent ainsi la possibilité que la sous-

population de MPP biaisée lymphoïde (MPP4) découle de la différenciation des 

sous-populations biaisées myéloïde comme initialement proposé par les groupes de 

SJ. Morrison et de M. Kondo. En conséquence, le modèle de différenciation 

hématopoïétique présenté en Figure 8, qui décrit une génération indépendante des 

différentes sous-populations de MPPs à partir des CSHs, est celui que nous 

considérons au sein du laboratoire. Ainsi, j’ai identifié au cours de mes travaux les 

sous-populations de MPPs sur la base des marqueurs décrits par les groupes d’A. 

Trumpp et d’E. Passegué. 

 

Hétérogénéité du compartiment MPP en condition de régénération de 

l’hématopoïèse 

Le groupe d’E. Passegué a également étudié la composition du compartiment MPP 

en condition de régénération de l’hématopoïèse en injectant des LT-CSHs à des 

souris receveuses irradiées sous-létalement (Pietras et al., 2015). L’analyse de la 

MO des souris receveuses met en évidence que les LT-CSHs génèrent durant les 2 

premières semaines post-injection une quantité massive de MPP2 et de MPP3 et 
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une faible quantité de MPP4. En conséquence, la grande majorité des cellules 

différenciées dérivées de la souris donneuse appartient au lignage myéloïde. Trois 

semaines après l’injection, les LT-CSHs retrouvent leur schéma de différenciation 

homéostatique comme en témoigne la contraction des MPP2 et MPP3 et l’expansion 

des MPP4 observées dans la MO des souris receveuses. Cela est associé avec une 

résurgence des LB au sein de la MO indiquant qu’en conditions régénératives les LT-

CSHs engendrent en premier lieu les MPPs biaisés myéloïdes afin de potentialiser la 

production des cellules myéloïdes avant de permettre la reconstitution du lignage 

lymphoïde en générant les MPP4 (Figure 9). En lien avec les travaux des groupes 

de FD. Camargo et de HR. Rodewald, ces résultats mettent ainsi en évidence un rôle 

clé des MPPs dans le maintien de l’homéostasie du compartiment hématopoïétique 

mais aussi dans la reconstitution de ce compartiment en conditions régénératives.  

 

 

Figure 9 : Schéma de la génération des sous-populations de MPPs à 
 ’                                       v   (d’après Pietras et al., 2015) 

A l’homéostasie, les MPP1/ST-CSHs produisent une grande quantité de MPP4 et 
une quantité plus restreinte de MPP2 et MPP3. Ce schéma de différenciation est 
modifié en condition de régénération de l’hématopoïèse afin de s’adapter aux 
besoins de l’organisme. Durant les 2 premières semaines post-injection, les 
MPP1/ST-CSHs génèrent majoritairement des MPP2 et des MPP3 afin d’assurer la 
reconstitution du compartiment myéloïde avant de retrouver leur schéma de 
différenciation homéostatique à partir de la 3ème semaine post-injection. 
 

La régénération de l’hématopoïèse s’accompagne également de modulations du 

programme transcriptionnel des MPPs qui seront décrits dans la partie 2.1.1. de ce 

manuscrit. 
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1.3.3 Identification et caractérisation des progéniteurs multipotents chez 
l'Homme adulte 

Le modèle classique de la différenciation hématopoïétique humaine, à l'instar du 

modèle murin, postule que les CSHs génèrent une série de progéniteurs au potentiel 

de différenciation de plus en plus restreint jusqu’à aboutir à la génération des cellules 

sanguines matures (Doulatov et al., 2012). La caractérisation phénotypique et 

fonctionnelle des progéniteurs hématopoïétiques humains constitue un des enjeux 

majeurs à la compréhension de l’hématopoïèse humaine. À l’inverse du 

compartiment MPP murin qui, comme nous l’avons vu précédemment, est 

aujourd’hui bien décrit sur le plan phénotypique, l’existence même de ce 

compartiment chez l’Homme reste débattue. Néanmoins, certaines études rapportent 

la présence dans la MO humaine de cellules répondant à la définition des MPPs de 

par leur capacité de multipotence ainsi que leurs potentiels d’auto-renouvellement et 

de reconstitution de l’hématopoïèse restreints en comparaison aux CSHs. En 2003, 

le groupe de JE. Dick a transplanté des cellules humaines de sang de cordon 

ombilical CD34+CD38low à des souris NOD-Scid (Mazurier et al., 2003). Deux 

semaines après la transplantation, ce groupe a observé une reconstitution transitoire 

du compartiment myélo-érythroïde dans les souris receveuses. Quelques années 

plus tard, le groupe d’IL. Weissman a rapporté que l’expression du marqueur Thy-1 

permettait de dissocier les CSHs (Thy-1+) des MPPs (Thy-1-) (Majeti et al., 2007). En 

effet, les CSHs Thy-1+ permettent une reconstitution de l’hématopoïèse à long terme 

tandis que les MPPs Thy-1- ne sont capables que d’une reconstitution transitoire. 

Toutefois, ces derniers sont capables de reconstituer "en série" plusieurs 

organismes, suggérant que cette population n’est pas totalement déplétée en CSHs 

et illustrant la nécessité d’identifier de nouveaux marqueurs spécifiques des MPPs. 

En 2011, le groupe de JE. Dick a comparé l’expression membranaire de différentes 

intégrines entre CSHs et MPPs. Leurs résultats mirent en évidence que l’intégrine 6 

(ITGA6, aussi appelée CD49f) était la seule dont l’expression différait entre ces deux 

types cellulaires, 50 à 70% des CSHs exprimant cette protéine à leur surface contre 

10 à 20% des MPPs (Notta et al., 2011). L’injection de cellules Thy-1-CD49f- à des 

souris NSG a montré que ces cellules étaient capables de générer in vivo des LB, 

des monocytes, des granulocytes et des érythrocytes mais que cette production 

n’était pas maintenue dans le temps contrairement aux cellules Thy-1-CD49f+. Ces 
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résultats ont amené le groupe de JE. Dick à proposer que les cellules CD34+CD38-

Thy-1-CD49f- constituent les MPPs humains.  

 

Une étude récente a évalué la contribution des MPPs au développement 

hématopoïétique humain. Au cours de leurs travaux, S. Scala et ses collaborateurs 

ont collecté, à différents intervalles de temps, des échantillons de MO et de sang de 

6 patients atteints du Syndrome Wiskott-Aldrich (WAS) qui avaient au préalable reçu 

une greffe autologue de cellules CD34+ transduites ex-vivo avec un vecteur lentiviral 

codant la protéine WAS (Scala et al., 2018). Chez ces patients, cette approche de 

thérapie génique permet la correction des paramètres hématopoïétiques. Chaque 

cellule transduite possède un site d’intégration du vecteur lentiviral codant pour la 

protéine WAS unique. Les cellules du sang et de la MO de ces patients ont été 

collectées à différents temps post-greffe, leur ADN a été extrait puis le site 

d’intégration du vecteur lentiviral a été identifié par Polymerase Chain Reaction 

(PCR). Ce groupe a ainsi pu étudier le développement hématopoïétique humain au 

niveau clonal. Leurs résultats ont notamment mis en évidence que, durant la 

première année après la greffe des cellules CD34+, les MPPs contribuent de façon 

supérieure aux CSHs à la reconstitution du système hématopoïétique. Cependant, à 

partir d’un an post-greffe la contribution des MPPs à l’hématopoïèse diminue et celle 

des CSHs augmente afin de permettre une reconstitution de l’hématopoïèse à long 

terme. Ces données montrent ainsi que les MPPs sont capables d’assurer la 

reconstitution initiale post-greffe tandis que les CSHs permettent le maintien de cette 

reconstitution sur le long terme. 

 

1.4 Différenciation lymphoïde versus myéloïde 

1.4.1 Les lignages myéloïde et lymphoïde chez la souris 

Le modèle classique de l’hématopoïèse murine postule que l’engagement définitif au 

sein du lignage lymphoïde ou du lignage myéloïde se produit lors de la différenciation 

des MPPs en CLPs ou en CMPs. 

 

Le lignage myéloïde 

En 2000, le groupe d’IL. Weissman a déterminé que les cellules Lin-c-Kit+Sca-1- 

contiennent trois populations de progéniteurs engagés au sein du lignage myéloïde 

(Akashi et al., 2000). Ces trois populations sont phénotypiquement et 
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fonctionnellement différentes et sont définies sur la base de l’expression des 

marqueurs CD16/32 et CD34 : 

CMP = Lin-c-Kit+Sca-1- CD16/32low CD34+ 

GMP = Lin-c-Kit+Sca-1- CD16/32high CD34+ 

MEP = Lin-c-Kit+Sca-1- CD16/32low CD34- 

Les CMPs sont capables de générer in vitro tous les types de colonies myéloïdes en 

méthylcellulose. À l’inverse, les GMPs sont capables d’engendrer des colonies 

composées uniquement de macrophages et/ou de granulocytes. Les MEPs, quant à 

eux, génèrent uniquement des colonies composées de MKs et/ou d’érythrocytes. 

Ces potentiels de différenciation ont ensuite été validés in vivo après injection de 

chacune des populations à des souris irradiées. De plus, les CMPs sont capables de 

se différencier en GMPs et en MEPs in vitro. À l’inverse, les GMPs ou les MEPs ne 

sont pas capables de produire les deux autres types de progéniteurs myéloïdes. Ces 

résultats suggèrent que les CMPs sont, au regard des GMPs et des MEPs, en amont 

dans l'arbre de différenciation hématopoïétique et constituent le dernier stade 

commun aux lignages GM et Meg/E. En 2007, ce même groupe rapporta l’existence 

de progéniteurs myéloïdes intermédiaires au sein de la population Lin-c-Kit+Sca-1- 

identifiant notamment des progéniteurs mégacaryocytaires (MkPs) définis comme 

étant CD41+CD150+ et qui génèrent une descendance exclusivement rattachée au 

lignage Meg (Pronk et al., 2007). 

Récemment, les travaux issus des groupes d’I. Amit et de B. Göttgens, basés sur 

l’analyse du transcriptome de progéniteurs myélo-érythroides et de CSPHs 

respectivement, ont remis en cause le potentiel de différenciation Meg des MEPs 

(Paul et al., 2015; Nestorowa et al., 2016). Ces deux groupes ont trié des cellules 

Lin-c-Kit+Sca-1-, qui regroupent les CMPs, GMPs et MEPs tels que définis par le 

groupe d’IL. Weissman (Akashi et al., 2000), de la MO de souris sauvages à l’échelle 

unicellulaire et ont séquencé l’acide ribonucléique messager (ARNm) contenu dans 

ces cellules par single-cell RNAseq (sc-RNAseq). Au sein de chaque cellule unique, 

ils ont étudié la correlation entre l’expression des marqueurs CD16/32 et CD34 et 

l’expression des gènes régulant la différenciation au sein des lignages GM et Meg/E. 

Ces deux études rapportent que les MEPs tels que définis par le groupe d’IL. 

Weissman n’expriment aucun marqueur ni facteur de transcription (FT) rattachés à la 

différenciation Meg à contrario des CMPs. Ces travaux suggèrent ainsi que les MKs 

sont principalement générés par les CMPs et que la différenciation des MEPs, qui ne 
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sont plus considérés comme des précurseurs mégacaryocytaires, est restreinte au 

lignage érythrocytaire. Ainsi, ces récents travaux remettent en cause le modèle de 

différenciation myéloïde murin qui était jusqu’alors admis. 

 

Le lignage lymphoïde 

En 1997, le groupe d’IL. Weissman a rapporté l’existence dans la MO d’une 

population Lin-Thy1.1-c-KitlowSca-1lowIL7-Rα+ capable de reconstituer in vivo le 

compartiment lymphoïde (LT, LB et NK) (Kondo et al., 1997). Cette population est en 

revanche dépourvue de potentiel myéloïde in vitro ou in vivo. Elle constitue ainsi le 

stade d’engagement lymphoïde le plus précoce de la différenciation hématopoïétique 

ce qui a amené le groupe d’IL. Weissman à la nommer CLP. Ce laboratoire a ensuite 

cherché à identifier de nouveaux marqueurs permettant d’isoler des CLPs avec un 

fort potentiel à se différencier en LB. Pour ce faire, ils ont réalisé des analyses 

bioinformatiques à partir de données transcriptomiques publiées et ont déterminé 

que l’expression du gène Ly6d augmentait au cours de la différenciation des 

progéniteurs hématopoïétiques (définis comme KithighMplhigh) en LB (définis comme 

CD19highCD3low) (Inlay et al., 2009). L’étude de l’expression protéique de Ly6d révèle 

que les MPPs n’expriment pas cette protéine tandis que Ly6d est fortement exprimée 

par les pre-proB. Par ailleurs, l’expression de Ly6d permet de ségréger les CLPs en 

deux sous-populations : Ly6d- et Ly6d+. Les CLPs Ly6d+ sont caractérisés par une 

forte expression transcriptionnelle de marqueurs spécifiques des LB tels que Ebf1 et 

Pax5 et engendrent in vivo une descendance essentiellement constituée de LB. De 

plus, si l’injection de CLPs Ly6d+ permet une génération importante de LB dès 7 

jours post-transplantation, la production de LB à partir des CLPs Ly6d- devient 

similaire à celle obtenue à partir de CLPs Ly6d+ 14 jours post-transplantation. Ce 

résultat suggère que les CLPs Ly6d- engendrent des LB via la production de la 

population CLPs Ly6d+. En lien avec cette hypothèse, les CLPs Ly6d- sont capables 

d’engendrer les CLPs Ly6d+ in vitro. En comparaison aux CLPs Ly6d+, les CLPs 

Ly6d- génèrent plus efficacement des cellules dendritiques (DC) et des NK dans la 

rate et des LT dans le thymus des souris receveuses. L’expression de la protéine 

Ly6d permet ainsi de définir une population de CLPs Ly6d- présentant un potentiel de 

différenciation lymphoïde global (LB, LT, NK et DC), qui se différencie en CLPs 

Ly6d+ qui sont biaisés vers le lignage B. De plus, ce même groupe a rapporté que 

l’expression de Flt3 par les CLPs permettait de définir une nouvelle sous-population 
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présentant un fort potentiel à se différencier en LT in vivo (Karsunky et al., 2008; 

Serwold et al., 2009). 

 

1.4.2 L                                     z  ’H     

Le lignage myéloïde 

En 2002, le groupe d’IL. Weissman a identifié chez l’Homme des populations 

analogues aux CMPs, GMPs et MEPs décrites chez la souris (Manz et al., 2002). 

Pour ce faire, ils ont étudié l’expression de différentes protéines à la surface des 

cellules Lin-CD34+CD38+ qui présentent in vitro un fort potentiel myéloïde mis en 

évidence par des tests de clonogénicité en méthylcellulose. L’expression de deux de 

ces protéines, IL-3Rα et CD45RA, permettait de ségréger les cellules Lin-

CD34+CD38+ en trois populations distinctes : IL-3RαlowCD45RA-, IL-3RαlowCD45RA+ 

et IL-3Rα-CD45RA-. Ce laboratoire a ensuite réalisé des tests de clonogénicité à 

partir de chacune de ces populations. Leurs résultats révèlent que la population IL-

3RαlowCD45RA- est capable de produire les différents types de colonies myéloïdes 

tandis que la population IL-3RαlowCD45RA+ génèrent uniquement des CFU(Colony 

forming unit)-G, CFU-M et CFU-GM. La population IL-3Rα-CD45RA-, quant à elle, 

engendre exclusivement des colonies de type CFU-Meg, CFU-E et CFU-Meg/E. Ces 

résultats les ont amenés, par analogie avec la souris, à renommer ces trois 

populations comme suit : 

CMP = Lin-CD34+CD38+IL-3RαlowCD45RA- 

GMP = Lin-CD34+CD38+IL-3RαlowCD45RA+ 

MEP = Lin-CD34+CD38+IL-3Rα-CD45RA- 

 

Au cours des études du groupe d’IL. Weissman, le potentiel de différenciation des 

progéniteurs myéloïdes a été étudié uniquement par tests de clonogénicité. En 2010, 

le groupe de JE. Dick a donné une nouvelle définition de ces trois populations sur la 

base de l’expression de CD45RA et de Flt3 (Doulatov et al., 2010). Ce laboratoire a 

trié ces progéniteurs de la MO et du sang de cordon avant de les mettre en culture 

en présence de cellules stromales murines MS-5 et de cytokines (SCF, IL-2, IL-7 et 

la thrombopoïétine (TPO)). Le potentiel de différenciation lympho-myéloïde des 

progéniteurs myéloïdes a ensuite été évalué par CF et tests de clonogénicité. Les 

trois populations sont définies comme suit : 

CMP = CD34+CD38+Thy-1−CD45RA−Flt3+CD7−CD10− 
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GMP = CD34+CD38+Thy-1−CD45RA+Flt3+CD7−CD10− 

MEP = CD34+CD38+Thy-1−CD45RA−Flt3-CD7−CD10− 

Les CMPs et les GMPs isolés de la MO et du sang de cordon sont capables de 

générer des cellules myéloïdes, mais les GMPs ne permettent pas la production de 

cellules érythroïdes contrairement aux CMPs. La différenciation des MEPs est quant 

à elle restreinte au lignage Meg/E. Ce groupe a également étudié le programme 

transcriptionnel des différents progéniteurs myéloïdes par PCR quantitative (q-PCR). 

Leurs résultats montrent que l’expression de la myélopéroxydase (Mpo) est 

restreinte aux GMPs tandis que les MEPs sont les seuls progéniteurs myéloïdes à 

exprimer Gata1, un régulateur de la différenciation érythroïde. Ainsi, ces résultats 

indiquent que ces trois populations présentent des biais de différenciation similaires 

à ceux de leurs analogues murins. 

 

Le lignage lymphoïde 

L’existence d’un CLP humain a été proposée pour la première fois par Galy et ses 

collaborateurs dès 1995 (Galy et al., 1995). Ce groupe a montré que l’expression de 

CD45RA et CD10, deux protéines de surface exprimées par les précurseurs 

lymphoïdes, à la surface des cellules CD34+ permettait d’identifier une population au 

potentiel restreint aux LT, LB, NK et DC. Par ailleurs, B. Canque et ses 

collaborateurs ont mis en évidence que les cellules CD34+CD45RA+ exprimant la 

protéine CD7 isolées du sang de cordon présentaient in vitro un fort potentiel de 

différenciation en NK et en DC en comparaison aux cellules CD34+CD45RA+CD7- 

(Canque et al., 2000). Les cellules CD34+CD45RA+CD7+ issues du sang de cordon 

constitueraient ainsi un progéniteur commun aux NK et aux DC. Par la suite, le 

groupe de GM. Crooks a déterminé que la sous-population de cellules CD34+CD38- 

exprimant le marqueur CD7 possédait un potentiel de différenciation restreint aux LB, 

NK et DC lorsqu’elles étaient co-cultivées avec des cellules stromales murines S17 

(Hao et al., 2001). Ces résultats ont amené Rossi et ses collaborateurs à étudier le 

potentiel lymphoïde des populations CD34+ exprimant CD10 ou CD7 dans la MO 

(Rossi et al., 2003). Les résultats de cette étude indiquent que la population Lin-

CD34+CD7-CD10+ présentent un biais pour le lignage B comme le montre la 

surexpression des gènes spécifiques de ce lignage (Rag1, Rag2, Ebf1, Pax5). En 

comparaison, les progéniteurs Lin-CD34+CD7+CD10- possèdent un potentiel NK plus 

important illustré par l’augmentation de l’expression du gène codant pour le 
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récepteur à l’IL-15 et l’IL-2 (CD122) et la diminution de l’expression d’Ebf1. Enfin, R. 

Haddad et ses collaborateurs ont étudié le potentiel lymphoïde des cellules 

CD34+CD45RA+CD7+ et CD34+CD45RA+CD10+ issues du sang de cordon dans des 

systèmes de co-cultures avec du stroma médullaire MS5 supplémentés en cytokines 

stimulant la différenciation en NK ou en LB (Haddad et al., 2004). Ces expériences 

ont mené à l’identification des progéniteurs T/NK (pro-T/NK, CD34+CD45RAhiCD7+) 

et de progéniteur LB (pro-B, CD34+CD45RAhiCD10+) qui possèdent un fort potentiel 

de différenciation NK et B respectivement.  

 

Par analogie avec la lymphopoïèse murine, différents groupes ont cherché à 

déterminer s’il existait des liens hiérarchiques reliant les différents progéniteurs 

lymphoïdes humains. L’étude du potentiel d’auto-renouvellement et de la capacité de 

reconstitution hématopoïétique in vivo de différents progéniteurs hématopoïétiques 

humains à l’échelle unicellulaire a mené le groupe de JE. Dick à l’identification d’un 

progéniteur multi-lymphoïde (MLP) (Doulatov et al., 2010). Cette population, 

présente dans la MO et le sang de cordon et définie comme étant CD34+CD38-Thy-

1-/lowCD45RA+CD10+, est capable de générer des LB et des NK lorsqu’elle est co-

cultivée avec des cellules stromales MS-5 et des LT lorsqu’elle est co-cultivée avec 

du stroma OP9-DL1 et MS5-DL4. Cependant, les colonies générées à partir de cette 

population contiennent des cellules lymphoïdes mais aussi quelques cellules 

myéloïdes et l’injection des MLPs de sang de cordon à des souris NSG conduit à la 

génération de LB et de cellules myéloïdes. Ces résultats suggèrent ainsi la 

persistance d’un potentiel myéloïde au sein des MLPs qui semblent par ailleurs 

dépourvus de potentiel Meg/E. En parallèle de ces travaux, le groupe de P. Vyas, a 

identifié dans la MO une population nommée LMPP aux caractéristiques similaires à 

celles présentées par les MLPs (Goardon et al., 2011). Ces cellules (Lin-

CD34+CD38-CD45RA+CD10-) sont en effet capables de produire des LB et des 

cellules myéloïdes après injection à des souris NSG. Le groupe de G. Crooks définit 

quant à lui les LMPPs de la MO grâce à l’expression de la L-sélectine (CD62L), une 

molécule d’adhésion exprimée par les lymphocytes (Kohn et al., 2012). Les LMPPs, 

définis par ce groupe comme étant Lin-CD34+CD38+CD45RA+CD10-CD62Lhigh, 

possèdent en effet un potentiel multi-lymphoïde puisqu’ils sont capables in vitro de 

produire des LB, des LT et des NK. Ces cellules présentent également un potentiel 

résiduel à générer des monocytes et des DC mais sont dépourvus de potentiel 
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Meg/E. D’un point de vue phénotypique, les LMPPs tels que définis par les groupes 

de P. Vyas et G. Crooks diffèrent des MLPs par l’expression du marqueur CD10. 

Cette protéine étant exprimée par les MLPs et les pro-B mais pas par les LMPPs, les 

LMPPs pourraient se situer en amont des MLPs dans la hiérarchie hématopoïétique 

humaine, constituant ainsi le stade le plus précoce de la différenciation lymphoïde 

(Figure 10). 

 

 

Figure 10 : Schéma hypothétique de la différenciation lymphoïde humaine 

Ce schéma est une représentation hypothétique de la différenciation lymphoïde 
humaine basée sur les travaux de différents groupes (Haddad et al., 2004; Doulatov 
et al., 2010; Goardon et al., 2011; Kohn et al., 2012). Dans ce modèle, les LMPPs, 
les MLPs, les pro-T/NK et les pro-B forment un continuum de différenciation au sein 
duquel les LMPPs correspondraient au stade le plus précoce du développement 
lymphoïde humain. 
 

Comme décrit précédemment, l’expression des marqueurs CD7, CD10 et CD62L a 

permis d’identifier des populations à fort potentiel lymphoïde. Néanmoins, ces 

différentes populations conservent un potentiel myéloïde résiduel suggérant que des 

progéniteurs au potentiel restreint exclusivement au lignage lymphoïde restaient à 

découvrir. Récemment, le groupe de B. Canque a identifié deux progéniteurs 

lymphoïdes précoces (ELPs) qui se distinguent sur la base de l'expression de la 

chaîne  du récepteur à l'IL-7 (CD127) (Alhaj Hussen et al., 2017). Les ELPs 

CD127+ sont dépourvus de potentiel myéloïde et biaisés vers une différenciation LB 
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tandis que les ELPs CD127- conservent un potentiel myéloïde résiduel et sont à 

l’origine des ETPs. Les ELPs CD127+ et CD127- sont générés indépendamment à 

partir d’un progéniteur lympho-mono-dendritique (LMDP) (Figure 11). Bien que ce 

dernier soit phénotypiquement et fonctionnellement proche des MLPs et des LMPPs, 

il ne semble pas biaisé lymphoïde et produit majoritairement des colonies mixtes 

lympho-myéloïdes. 

 

 

Figure 11 : Modèle de hiérarchie des progéniteurs lymphoïdes humains selon 
B. Canque et coll. 

D’après ce modèle, les MPPs se différencient en premier lieu en LMDPs qui 
possèdent un double potentiel lympho-myéloïde. Ces derniers génèrent 
indépendamment les ELPs CD127- et les ELPs CD127+. Les ELPs CD127- 
engendrent majoritairement des LT via la production des ETPs tandis que les ELPs 
CD127+ génèrent majoritairement des LB. 
 

1.5 Vers une redéfinition du modèle de différenciation hématopoïétique 

Le modèle classique de l’hématopoïèse postule que les CSHs se différencient 

graduellement en progéniteurs oligo-, bi- puis uni-potents grâce à la restriction de 

leur potentiel de différenciation (Kondo et al., 1997; Akashi et al., 2000). Chaque 

stade de différenciation se situe à l’embranchement entre au moins deux lignages 

aboutissant à la formation d’un « arbre hématopoïétique ». Ce modèle repose sur 

l’analyse de populations cellulaires triées sur la base de l’expression de marqueurs 

de surface prédéfinis et postule que chaque stade de différenciation est composé de 
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cellules homogènes au plan moléculaire et fonctionnel. Néanmoins, ces dernières 

années, plusieurs groupes ont remis en cause le modèle classique de différenciation 

hématopoïétique en rapportant notamment que le compartiment CSPH contient 

beaucoup moins de progéniteurs oligopotents et beaucoup plus de progéniteurs 

unipotents que ce que prédisait ce modèle initial (Karamitros et al., 2018; Notta et al., 

2016; Velten et al., 2017).   

 

Le développement des méthodes d’analyses à l’échelle unicellulaire a permis la 

reconstruction in silico du devenir de chaque cellule indépendamment des 

marqueurs de surface qu’elle exprime (Giladi et al., 2018; Karamitros et al., 2018; 

Macaulay et al., 2016; Tusi et al., 2018; Velten et al., 2017). Ces différentes études 

réalisées chez l’Homme, la souris et le zebrafish supportent toutes un nouveau 

modèle selon lequel la différenciation des CSHs n’est pas marquée par le passage 

d’un stade de différenciation stable au plan transcriptionnel à un autre mais par 

l’acquisition en continu de programmes transcriptionnels spécifiques à un lignage 

hématopoïétique. Le développement de ce modèle a notamment été motivé par la 

découverte de CSHs biaisées pour l’un ou l’autre des lignages (Yu et al., 2016). En 

lien avec ce modèle, le groupe d’I. Amit a analysé le compartiment CSPH chez la 

souris et rapporte que la différenciation de ces cellules est un processus hautement 

dynamique régulé par l’expression de gènes de spécification lympho-myéloïde 

(Giladi et al., 2018). Par ailleurs, les résultats de L. Velten et ses collaborateurs, 

obtenus grâce à des analyses par sc-RNAseq de CSPHs isolés de MO humaine, 

suggèrent que des progéniteurs unipotents dérivent directement d’un contigent de 

CSPHs spécifiés lymphoïde ou myéloïde sans différenciation en des stades 

intermédiaires de progéniteurs multi- ou bipotents (Velten et al., 2017). Une autre 

étude réalisée chez l’Homme propose un modèle selon lequel un continuum de 

progéniteurs est responsable de la différenciation lympho-myéloïde (Karamitros et 

al., 2018). Enfin, les travaux d’IC. Macaulay et de ses collaborateurs menés sur le 

zebrafish suggèrent également que la différenciation des CSPHs est hautement 

coordonnée par des programmes transcriptionnels menant de façon simultanée à la 

suppression de l’expression des gènes liés à la prolifération et l’augmentation de 

l’expression des gènes spécifiques d’un lignage hématopoïétique donné (Macaulay 

et al., 2016).  
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L’ensemble de ces études converge donc vers l’établissement d’un nouveau modèle 

de l’hématopoïèse dit « continu », en opposition au modèle classique dit « séquentiel 

par étape », selon lequel les CSHs individuelles acquièrent progressivement des 

biais pour les différents lignages hématopoïétiques sans différenciation en 

populations progénitrices organisées hiérarchiquement (Laurenti & Göttgens, 2018) 

(Figure 12). 

 

Figure 12 : Les modèles séquentiel et continu de différenciation 
hématopoïétique 

(A) Dans le modèle séquentiel de différenciation hématopoïétique, les CSHs se 
différencient en cellules matures selon un processus progressif, hiérarchisé et 
délimité formant un arbre de progéniteurs oligo-, bi- et unipotents. (B) D’après le 
modèle continu, les CSPHs acquièrent en permanence au cours de leur 
différenciation des programmes transcriptionnels permettant leur engagement au 
sein des différents lignages hématopoïétiques. Les différents stades de la 
différenciation hématopoïétique tels que décrits dans le modèle séquentiel et 
hiérarchisé ne sont plus considérés comme des types cellulaires à part entière mais 
comme des états transitoires acquis par un continuum de CSPHs. 
 

 

2 Régulations intrinsèques et extrinsèques de la spécification des 
MPPs 

La caractérisation de l’hétérogénéité du compartiment MPP a conduit différents 

groupes à étudier les mécanismes intrinsèques et extrinsèques impliqués dans la 

spécification lymphoïde versus myéloïde de chacune des sous-populations de MPPs.  
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2.1 Les régulateurs intrinsèques de la spécification lympho-myéloïde 

2.1.1 Gènes clés de la spécification lymphoïde versus myéloïde 

Les gènes pro-lymphoïdes et pro-myéloïdes 

A l’instar des autres populations hématopoïétiques, la spécification des MPPs murins 

repose sur l’expression de gènes pro-lymphoïdes ou -myéloïdes (Tableau 2). Au 

cours de ces dernières années, différents travaux suggèrent que ces gènes peuvent 

être co-exprimés au sein d’une même sous-population de MPP. La différence de 

niveau d’expression entre les gènes pro-lymphoïdes et pro-myéloïdes définira alors 

le biais caractéristique de chaque sous-population de MPP. De plus, il a été postulé 

que cette co-expression de programmes spécifiques des différents lignages était 

responsable de l’aspect dynamique et plastique du compartiment MPP qui permet à 

ces cellules, comme nous le verrons dans la suite du manuscrit, de s’adapter 

rapidement aux besoins de l’organisme. 

 

Le groupe d’E. Passegué a réalisé des analyses transcriptomiques afin d’étudier les 

voies de signalisation moléculaires régulant l’identité des différentes sous-

populations de MPPs (Pietras et al., 2015). La spécification des MPP2 envers le 

lignage Meg est notamment assurée par le maintien de l’expression de Gata2 à un 

niveau similaire à celui observé dans les LT-CSHs. L’expression de Rag1 et Ikzf1 est 

significativement plus importante dans les MPP4 que dans les CSHs et les autres 

sous-populations de MPPs et permet l’établissement de leur fort potentiel lymphoïde. 

Cependant, les MPP4 expriment également, à l’instar des MPP3, des gènes clés de 

la différenciation GM tels que Cebp, Irf8 et Pu.1, suggérant que ces cellules 

maintiennent un potentiel GM en dépit du biais lymphoïde qui les caractérise à 

l’homéostasie. En accord avec cette hypothèse, l’analyse de l’expression de Gfi1, un 

gène clé de la différenciation myéloïde, grâce à l’utilisation de souris Gfi1GFP/+ a 

permis de mettre en évidence une expression similaire de ce facteur dans les MPP3 

et les MPP4 (Solomon et al., 2020). À l’instar des MPP4, les MPPs VCAM-1-Flt3high 

définis selon le modèle de M. Kondo comme étant biaisés lymphoïde, expriment 

fortement les gènes pro-lymphoïdes Rag1 et Il-7rα (Lai & Kondo, 2006). 

En 2017, A. Itoh-Nakadai et ses collaborateurs ont identifié un rôle régulateur du duo 

formé par les FT Bach2 et Cebpβ dans la spécification lympho-myéloïde des MPPs 

(Itoh-Nakadai et al., 2017). En effet, ces deux facteurs modulent l’expression des 

mêmes gènes mais avec des effets opposés: Bach2 réprime l’expression des gènes 
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pro-myéloïdes et induit l’expression des gènes pro-lymphoïdes, tandis que Cebpβ 

active l’expression des gènes pro-myéloïdes. De plus, Bach2 réprime l’expression de 

Cebpβ, et inversement, suggérant que le ratio entre ces deux facteurs façonne le 

devenir lymphoïde versus myéloïde des MPPs.  

Une autre étude récente accessible sur bioRxiv a également mis en évidence un rôle 

du FT Cebp dans le potentiel de différenciation myéloïde des MPP3 en condition 

d’inflammation (Higa et al., 2020, bioRxiv2020.03.25.008250). En effet, l’injection 

chronique d’IL-1β à des souris transplantées avec des LSK déficientes pour Cebp 

(CebpΔ/Δ) entraîne une expansion massive des MPP3 mais un déficit en 

granulocytes issus de la souris donneuse en périphérie. De plus, lorsque ce groupe a 

réalisé des tests de différenciation in vitro en présence d’IL-1β, leurs résultats ont 

montré que les MPP3 CebpaΔ/Δ génèrent moins de cellules myéloïdes que les MPP3 

Cebp+/+ et ne présentent pas d’augmentation de l’expression des gènes pro-

myéloïdes en réponse au traitement. Ces résultats suggèrent que le facteur Cebp 

est requis à l’activation du programme myéloïde au sein des MPP3 et qu’en absence 

de ce facteur leur différenciation en granulocytes est bloquée ce qui conduit à leur 

accumulation dans la MO.  

 

 

Tableau 2 : Gènes identifiés dans la différenciation des MPPs au sein des 
différents lignages hématopoïétiques 

 

Plasticité moléculaire et fonctionnelle des MPP4 

En condition de régénération de l’hématopoïèse, les MPP4 subissent une 

reprogrammation moléculaire menant à l’exacerbation du programme pro-GM qu’ils 

expriment déjà intrinsèquement à l’homéostasie (Pietras et al., 2015). En 

conséquence, la production de cellules myéloïdes par les MPP4 est 

considérablement augmentée, ce qui permet une reconstitution plus rapide et 

robuste du lignage myéloïde médiée par les MPP2 et MPP3. Deux semaines après 

l’injection des LT-CSHs, la reprogrammation moléculaire des MPP4 nouvellement 

générés est notamment caractérisée par une augmentation de l’expression de Pu.1 

Lignage Meg Lignage GM Lignage lymphoïde

Pietras et al., 2015 Gata2 Cebpα, Ifr8, Pu.1, Gfi1 Rag1, Ikzf1

Lai & Kondo, 2006 Rag1, Il7-rα

Itoh-Nakadai et al., 2017 Cebpβ Bach2

Higa et al., 2020 Cebpα
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et Runx1, tandis que l’expression de Cebpet Irf8 est diminuée. À partir de la 3ème 

semaine post-injection, et une fois que le lignage myéloïde a été reconstitué, ces 4 

facteurs retrouvent leur niveau d’expression basal au sein des MPP4. Cela est 

associé avec une résurgence du biais lymphoïde des MPP4, suggérant que la 

balance entre l’expression des FT Cebp/Irf8 et Runx1/Pu.1 régule la spécification 

des MPP4. De façon intéressante, des modifications similaires de l’expression de 

ces 4 gènes sont observées dans les LT-CSHs isolées 2 semaines après injection et 

sont associées à une surproduction des MPP2 et MPP3 au détriment des MPP4. En 

comparaison aux LT-CSHs et aux MPP4, les MPP2 et MPP3 ne présentent que des 

changements mineurs dans l’expression des gènes clés de la différenciation 

lymphoïde versus myéloïde en condition de régénération de l’hématopoïèse. Cela 

suggère que parmi les différentes sous-populations de MPPs, les MPP4 sont dotés 

d'une plus grande plasticité en conditions régénératives, du fait probablement de la 

coexistence à l’état basal de programmes transcriptionnels pro-myéloïdes et -

lymphoïdes au sein de cette population.  

 

Les voies Notch et Wnt 

L’activation canonique de la voie Wnt, qui se produit après liaison d’une protéine Wnt 

à son récepteur, conduit à la translocation de la -catenine au sein du noyau où cette 

protéine va induire l’expression d’un grand nombre de gènes dont certains sont 

impliqués dans l’hématopoïèse (Luis et al., 2011). Le développement 

hématopoïétique est également régulé par les récepteurs Notch dont la liaison avec 

les ligands, de type Delta-like (Dll) ou Jagged (Jag), va conduire à la libération d’un 

segment intracytoplasmique du récepteur catalysée notamment par la -sécrétase. 

Une fois transporté dans le noyau, ce fragment est capable de réguler l’expression 

transcriptionnelle de plusieurs gènes cibles (Lobry et al., 2014). Une augmentation 

de l’activité de la voie Wnt ou une diminution de l’activité de la voie Notch est 

associée à une production accrue de cellules myéloïdes (Luis et al., 2011; Lobry et 

al., 2014) et peut conduire au développement de leucémies myéloïdes chez l’Homme 

et dans différents modèles murins (Kannan et al., 2013; Valencia et al., 2009; 

Guezguez et al., 2016). En 2020, le groupe d’E. Passegué a rapporté que le niveau 

d’expression des gènes codant pour les composants de ces deux voies diffère entre 

les MPP3 et les MPP4 (Kang et al., 2020). En effet, les gènes codant pour les 
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protéines impliquées dans la voie Notch sont faiblement exprimés dans les MPP3 et 

fortement exprimés dans les MPP4, tandis que les composants de la voie Wnt sont 

plus exprimés dans les MPP3 que dans les MPP4. À l’instar des MPP4, les CSHs 

présentent à l’homéostasie une forte expression des gènes codant pour les protéines 

reliées à la voie Notch et une faible expression de ceux codant pour les protéines 

impliquées dans la voie Wnt. Afin de mesurer l’activité de la voie Notch au sein de 

ces différentes cellules, ce laboratoire a incubé des CSHs, MPP3 et MPP4 au sein 

desquels l‘expression de la Green Fluorescent Protein (GFP) est contrôlée par le 

promoteur de Hes1, un des gènes cibles de la voie Notch, avec une plaque de 

culture recouverte de Dll1. Comme attendu, l’activité de la voie Notch est plus 

importante dans les MPP4 et les CSHs qu’au sein des MPP3. À l’inverse, l’activité de 

la voie Wnt, illustrée par la translocation nucléaire de la -caténine que ce groupe a 

visualisée par immunofluorescence (IF), est plus forte au sein des MPP3 que des 

CSHs et des MPP4. Cependant, durant le processus de régénération de 

l’hématopoïèse induit par l’injection d’un anticorps (Ac) anti-Ly6G qui entraine une 

déplétion des granulocytes, la voie Notch devient transitoirement moins active dans 

les CSHs et les MPP4, tandis que l’activité de la voie Wnt est momentanément 

exacerbée. Ces modulations induisent une production accrue de MPP2, MPP3 et 

MPP4 par les CSHs. Par ailleurs, les MPP4 isolés de la MO de ces souris deux jours 

après l’injection présentaient un potentiel GM exacerbé. Environ 8 jours après 

l’injection de l’Ac, les voies Notch et Wnt retrouvent leur activité basale et cela est 

associé avec une restauration de la différenciation homéostatique des MPP4. De 

façon intéressante, le blocage de la voie Notch à l’aide d’un inhibiteur de la -

sécrétase ou la délétion conditionnelle de Notch1 dans les cellules hématopoïétiques 

à l’aide du modèle murin Mx1-cre::Notch1f/f conduisent à une expansion du 

compartiment MPP3 et à une reprogrammation myéloïde des MPP4. À l’aide d’un 

modèle murin exprimant une forme non dégradable de la -catenine (Mx1-

Cre::Ctnnb1f/f[Ex3]), ils ont ensuite étudié l’effet d’une signalisation Wnt exacerbée sur 

la différenciation des CSHs. Les souris receveuses injectées avec des CSHs de 

souris Mx1-Cre::Ctnnb1f/f[Ex3] présentaient une expansion du compartiment MPP3 et 

une contraction du compartiment MPP4 suggérant qu’une forte activité de la voie 

Wnt promeut la différenciation des CSHs en MPP3 au détriment des MPP4. Dans 

leur ensemble, ces travaux suggèrent donc que le niveau d’activation des voies 
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Notch et Wnt régule le ratio de MPP3 et de MPP4 générés par les CSHs et la 

production de cellules myéloïdes par les MPP3 et MPP4 (Figure 13).  

 

 

Figure 13 : Mécanismes de la reprogrammation myéloïde des MPP4 en 
conditions régénératives 

En condition de régénération de l’hématopoïèse, les MPP4 subissent une 
reprogrammation myéloïde qui leur permet de contribuer à la reconstitution du 
compartiment myéloïde conjointement aux MPP2 et MPP3. Celle-ci se caractérise 
par une suractivation de la voie Wnt et une surexpression des facteurs Pu.1 et 
Runx1. A contrario, la voie Notch est transitoirement inhibée et l’expression des 

facteurs Cebp et Irf8 est réprimée. 
 
Ce groupe a également étudié le rôle des voies Notch et Wnt dans la production et le 

maintien de l’identité des sous-populations de MPPs dans deux modèles murins de 

leucémie myéloïde chronique (LMC) : Slc-tTA::TRE-BCR/ABL (BAtTA) et More-

Cre::junBf/f (junB/). Ces modèles présentent une augmentation de la proportion de 

MPP3 et une exacerbation du potentiel de différenciation myéloïde des MPP4. En 

effet, les MPP3 et MPP4 de souris BAtTA se caractérisent par une exacerbation de 

leur spécification myéloïde qui s'illustre au niveau transcriptionnel par une 

augmentation de l’expression des gènes pro-myéloïdes Gfi1 et Pu.1 et une 

diminution de l’expression des gènes pro-lymphoïdes Ikzf1 et Tcf3. De plus, les 

CSHs et les MPP4 de souris BAtTA et junB/, ainsi que les cellules souches 

leucémiques (CSLs) de patients atteints de LMC et de leucémie aigüe myéloïde 

(LAM), présentent une diminution de l’activité de la voie Notch et une exacerbation 

de l’activité de la voie Wnt. Ces modulations sont potentiellement causées par des 

modifications dans la sécrétion des régulateurs des voies Notch et Wnt par le micro-
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environnement leucémique et/ou par des changements dans la façon dont les CSLs 

répondent à ces régulateurs. De façon intéressante, la stimulation de la voie Notch et 

l’inhibition de la voie Wnt permettent chez les souris BAtTA de diminuer la production 

des cellules myéloïdes par les MPP4, de retarder la progression de la maladie et 

d’augmenter significativement la survie des animaux. Ces résultats mettent ainsi en 

évidence une implication des voies Notch et Wnt dans le développement de 

leucémies myéloïdes dans ces modèles murins à travers la régulation de la 

production et du devenir des sous-populations de MPPs. 

 

2.1.2 Importance du cycle cellulaire et du métabolisme dans le développement 
hématopoïétique 

Statut prolifératif et profils métaboliques des CSPHs 

Les propriétés biologiques des CSPHs ne sont pas constantes mais peuvent varier 

de façon temporaire afin de s’adapter spécifiquement aux besoins de l’organisme. 

Chez la souris, si la majorité des CSHs se divisent en moyenne tous les 30 jours 

(Passegué et al., 2005), ces cellules sont capables, en réponse à des signaux de 

stress émis par l’environnement, de quitter cet état quiescent afin d’assurer la 

régénération du compartiment sanguin. La quiescence constitue cependant une 

barrière efficace contre le développement de pathologies du système sanguin en 

prévenant l’épuisement des CSHs causé par une entrée en cycle incontrôlée et une 

prolifération excessive de ces cellules (Orford & Scadden, 2008). 

 

Au cours de ces dernières années, il est apparu que la quiescence, la prolifération et 

la différenciation des CSHs requièrent des besoins bioénergétiques spécifiques 

(Shyh-Chang et al., 2013). Ainsi, les CSPHs dépendent de deux processus distincts 

pour produire l’énergie nécessaire à leur maintien et leur différenciation : la 

glycolyse et la phosphorylation oxydative (OXPHOS). L’OXPHOS se produit 

grâce à la chaine de transport d’électrons (ETC) située dans la membrane interne de 

la mitochondrie. Cette dernière associe l’oxydation du NADH et du FADH2, tous deux 

produits par les différentes voies cataboliques de l’organisme, à la sortie de protons 

de la matrice mitochondriale vers l’espace intermembranaire. Le gradient 

électrochimique de protons ainsi généré est ensuite utilisé par l’ATP synthase qui 

couple le retour des protons vers la matrice mitochondriale à la phosphorylation de 

l’ADP en ATP. La glycolyse se produit en condition anaérobie et correspond au 
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processus de transformation du glucose en pyruvate qui conduira ensuite à la 

production de lactate. Ce processus ne permet la production que de 2 molécules 

d’ATP par molécule de glucose tandis que l’OXPHOS, durant laquelle le pyruvate 

entre dans le cycle de Krebs au niveau de la mitochondrie, permet de générer 36 

molécules d’ATP par molécule de glucose (Vander Heiden et al., 2009). Cependant 

le recours à la glycolyse s’avère suffisant pour répondre aux faibles besoins 

énergétiques d’une population quiescente et permet aux CSHs de préserver leur 

intégrité et leurs fonctions en limitant les dommages cellulaires induits par les 

espèces réactives de l’oxygène (ROS) produites notamment par l’OXPHOS (Folmes 

et al., 2012). La transition à un état plus prolifératif qui accompagne la différenciation 

des CSPHs est associée à une augmentation des besoins énergétiques. 

L’adaptation à ces nouveaux besoins requière un biais métabolique en faveur de 

l’OXPHOS et se caractérise par une augmentation de la réplication de l’ADN 

mitochondrial, de la synthèse des composants de l’ETC et de la production de ROS 

ainsi que par une diminution de l’expression des enzymes glycolytiques. Ces 

changements métaboliques sont absolument requis à la différenciation des CSPHs. 

À titre d'exemple, la délétion du gène codant la Protein Tyrosine Phosphatase 

Mitochondrial 1 (PTPMT-1), qui est indispensable à l’OXPHOS, entraine une 

incapacité des CSHs à se diviser et à se différencier in vivo et ex vivo, ce qui conduit 

à une hématopoïèse défectueuse (Yu et al., 2013).  

 

Le groupe d’A. Trumpp a montré que la proportion de cellules en phase S et G2/M 

du cycle cellulaire est plus importante au sein des MPP2, MPP3 et MPP4 qu’au sein 

des CSHs (Wilson et al., 2008). Ce groupe a également mené des tests de 

prolifération en marquant in vivo les CSPHs avec un analogue de la thymidine, le 

BromodésoxyUridine (BrdU), puis en suivant la perte de ce marqueur au sein de 

chaque type cellulaire au cours du temps. Leurs résultats ont confirmé que les 

MPP2, MPP3 et MPP4 proliféraient davantage que les MPP1 et, a fortiori, que les 

LT-CSHs. Par microscopie en temps réel, A. Roch et ses collaborateurs ont en effet 

déterminé que les CSHs se divisaient 1,5 et 2,3 fois moins fréquemment que les 

MPP2 et les MPP3/4, respectivement (Roch et al., 2017). De plus, le temps écoulé 

avant la première division cellulaire est d’environ 20h pour les MPP2, MPP3 et MPP4 

contre 45h pour les CSHs.  
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L’activité des différentes voies métaboliques au sein des sous-populations de MPPs 

est à ce jour inconnue, bien que des analyses transcriptomiques de ces cellules ont 

montré une expression accrue des gènes codant des enzymes impliquées dans le 

cycle de Krebs et dans l’OXPHOS et une diminution de l’expression de ceux codant 

des enzymes glycolytiques en comparaison aux CSHs (Cabezas-Wallscheid et al., 

2014). Ces résultats, qui suggèrent que le statut prolifératif des MPPs est associé à 

une augmentation de l’activité OXPHOS, nécessitent néanmoins d’être validés au 

niveau fonctionnel. Par ailleurs, une étude récente a rapporté que les sous-

populations de MPPs expriment plus fortement que les CSHs la glutaminase (Gls). 

Cette enzyme métabolise la glutamine en glutamate, ce qui va permettre d’assurer la 

production d’énergie via le cycle de Krebs et la synthèse d’acides aminés et de 

glutathion (Sommerkamp et al., 2020). Néanmoins, alors qu’un traitement avec un 

inhibiteur de Gls in vitro permet d’inhiber la prolifération des CSHs et de préserver 

leur potentiel d’auto-renouvellement, ce même traitement n’a pas d’effet sur la 

biologie des MPPs. 

 

Régulations du cycle cellulaire et du métabolisme 

L’une des questions centrales consiste désormais à déterminer si la balance entre 

glycolyse et OXPHOS est dépendante d’une régulation intrinsèque et/ou résulte 

d’une influence extrinsèque orchestrée par les facteurs sécrétés par les niches 

médullaires qui seront décrites dans la suite de ce manuscrit.  

 

L’activation de l’OXPHOS est liée à la modulation du réseau mitochondrial qui est lui-

même médié par des cycles de biogénèse et de dégradation ainsi qu’à des 

évènements de fission et de fusion d'organelles (Xu et al., 2013). Récemment, le 

groupe de T. Suda a rapporté qu’une élévation du niveau intracellulaire de calcium 

(Ca2+) est requis à l’augmentation du potentiel de membrane mitochondrial qui 

conduit à la division des CSHs (Umemoto et al., 2018). En effet, l'ajout d’adenosine, 

qui tamponne le Ca2+ intracellulaire, conduit à une inactivation de l’OXPHOS et à un 

blocage de la division cellulaire. La protéine mechanistic target of rapamycin (mTOR) 

est une sérine/thréonine kinase intégrant divers signaux du microenvironnement 

(cytokines, nutriments, facteurs de croissance) pour réguler de nombreux processus 

tels que la traduction protéique, l’autophagie, la prolifération et le métabolisme 

(Figure 14). mTOR se compose de deux complexes multiprotéiques distincts : 
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mTORC1 et mTORC2 (Dunlop & Tee, 2009). Cette protéine appartient à la voie 

phosphoinositide 3-kinase (PI3-K). Lors de son activation en réponse à un stimulus, 

la PI3-K va induire le recrutement de la protéine kinase B (AKT) au niveau de la 

membrane plasmique où elle sera activée par PDK1. La protéine AKT activée va 

alors phosphoryler le Tuberous Sclerosis Complex 2 (TSC2) ce qui va empêcher son 

association avec TSC1. Le complexe TSC1/2 possède une activité GTPase qui 

inhibe l’activité de la protéine Rheb, un activateur de mTOR. L’inactivation de 

TSC1/2 par AKT permet de lever l’inhibition de Rheb qui va alors lier le guanosine 

triphosphate (GTP) et activer mTOR. Le niveau de phosphorylation de mTOR rend 

compte de son activation car cette protéine est phosphorylée au niveau de différents 

résidus lors de son activation. Les deux principales cibles de mTOR sont la protéine 

eIF4E-binding protein 1 (4EBP1) et la kinase S6K1 qui sont notamment impliquées 

dans la progression au sein du cycle cellulaire. Par ailleurs, la voie mTOR promeut 

également la biogénèse mitochondriale et l’OXPHOS (Chen et al., 2008). Une 

suractivation de la voie mTOR induit une augmentation de la masse mitochondriale 

et des niveaux de ROS dans les CSHs (Chen et al., 2011). Au-delà de sa fonction 

dans la biogénèse mitochondriale, mTOR exerce un rôle d’inhibiteur de l’autophagie 

qui est le principal mécanisme impliqué dans l’élimination des mitochondries 

dysfonctionnelles (Laplante & Sabatini, 2012). 

 

La mise en place du métabolisme glycolytique au sein de CSHs semble quant à elle 

dépendante de la localisation intra-médullaire de ces cellules. Le pimonidazole est 

un marqueur chimique qui est activé en conditions hypoxiques et forme des liaisons 

avec des macromolécules intracellulaires (protéines, acides aminés). Ainsi, lorsqu’il 

est administré in vivo, le pimonidazole permet la détection par CF ou IF des cellules 

présentes dans les régions hypoxiques de la MO. Différents travaux rapportent une 

localisation des CSHs au sein de niches hypoxiques au regard de leur importante 

incorporation de pimonidazole (Parmar et al., 2007; Takubo et al., 2010). L’un des 

activateurs clés de la glycolyse dans les CSHs quiescentes est le Hypoxia-inductible 

factor-1α (HIF-1α) qui est fortement exprimé en conditions hypoxiques (Simsek et al., 

2010). Dans les CSHs, HIF-1α promeut la glycolyse en induisant l’expression de 

gènes glycolytiques tels que la lactate deshydrogénase A (Ldha) et les pyruvate 

deshydrogenase kinases (PDK) 2 et 4 (Takubo et al., 2013). Ces protéines sont des 

inhibiteurs de la pyruvate déshydrogénase (PDH) qui catalyse la transformation du 
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pyruvate en acétyl-CoA. L’acétyl-CoA entrera ensuite dans le cycle de Krebs ce qui 

aboutira à l’activation de l’OXPHOS. La perte de PDK2/4 ou la délétion de HIF-1α 

provoque une entrée en cycle des CSHs, favorisant leur différenciation et leur 

épuisement, principalement causée par une augmentation des niveaux de ROS 

(Takubo et al., 2010; Takubo et al., 2013). Cependant d’autres groupes suggèrent 

que le profil glycolytique des CSHs n’est pas seulement influencé par le 

microenvironnement médullaire mais dépend aussi de mécanismes intrinsèques. Par 

exemple, les CSHs expriment fortement le gène codant la protéine CRIPTO dont 

l’expression est régulée par HIF-1α et qui induit l’expression de nombreuses 

enzymes glycolytiques (Miharada et al., 2011), et le FT Meis1 qui régule 

positivement les niveaux d’HIF-1α et dont la délétion conduit à une perte de 

quiescence et à des dysfonctions des CSHs (Simsek et al., 2010; Kocabas et al., 

2012). Ces quelques exemples tirés d'une large liste d'études suggèrent que le biais 

glycolytique qui caractérise les CSHs quiescentes est le fruit d’une synergie entre 

des mécanismes intrinsèques et extrinsèques.  

 

 

Figure 14 : Principe                                                 ’O PHOS 
dans les CSHs 

L’environnement hypoxique stimule HIF-1α qui active PDK2 et 4. Ces derniers 
empêchent l’entrée du pyruvate dans le cycle de Krebs ce qui limite l’OXPHOS et la 
production de ROS. Lorsque la CSH s’active en réponse à des signaux 
extracellulaires, la voie PI3-K est induite. Cette dernière stimule l’OXPHOS via 
l’activation de mTOR afin d’augmenter la production d’ATP nécessaire à la division 
cellulaire. Cela s’accompagne d’une génération accrue de ROS. 
 

Impact du cycle cellulaire et du métabolisme sur la spécification et le devenir des 

CSPHs 
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L’impact du cycle cellulaire et du métabolisme sur la différenciation des CSPHs a 

notamment été mis en évidence dans le contexte de la sénescence 

hématopoïétique. En effet, les CSHs de souris âgées présentent une accumulation 

de mutations de l’ADN mitochondrial causées par les ROS (Harman, 2003). Cela est 

associé avec un biais de différenciation myélo-érythroïde au détriment du lignage 

lymphoïde (Rossi et al., 2005; Beerman et al., 2010; Dykstra et al., 2011). Les CSHs 

de souris âgées présentent, en comparaison aux CSHs de souris jeunes, une 

hyperactivation de la voie OXPHOS et une surproduction de ROS associées avec 

une accumulation de mitochondries endommagées (Ho et al., 2017; Mohrin et al., 

2015) (Figure 15). De façon intéressante, la restriction calorique permet de corriger 

le biais myéloïde des CSHs de souris âgées en lien avec l’induction de défenses 

anti-oxydantes et une diminution des dommages oxydatifs (Cheng et al., 2014; 

Martin-Montalvo & De Cabo, 2013; López-Lluch et al., 2006).  

 

Figure 15 : Dysfonctions métaboliques associées à la sénescence 
hématopoïétique (d’après Chandel et al., 2016) 

A l’homéostasie, les CSHs alternent entre un état quiescent glycolytique et un état 
activé relié à un biais métabolique en faveur de l’OXPHOS. Avec l’âge, les CSHs 
accumulent des mitochondries endommagées qui vont causer des dommages à 
l’ADN via la production de ROS et entrainer des modifications des marques 
épigénétiques. Cela va contribuer à la perte de la capacité d’auto-renouvellement et 
au biais myéloïde caractéristiques des CSHs sénescentes.  
 

Il est important de noter que l’impact des ROS n’est pas uniquement délétère pour 

les CSHs. En effet, lorsque le niveau de ROS est maintenu à un niveau 
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physiologique, ces derniers agissent en tant que seconds messagers régulant les 

propriétés des CSHs (Weinberg et al., 2015). Les niveaux de ROS sont régulés par 

leur production et par leur élimination via les mécanismes antioxydants. Tumor 

protein 53-induced nuclear protein 1 (Tp53inp1) est un gène cible de p53 qui assure 

les fonctions antioxydantes de ce dernier. B. Zidi et ses collaborateurs ont montré 

que l’expression de Tp53inp1 augmente avec l’âge et que sa délétion permet d’abolir 

le défaut de lymphopoïèse B associé au vieillissement (Zidi et al., 2019). Ces effets 

sont notamment médiés par le maintien de la proportion de certains progéniteurs de 

LB et le rétablissement de l’expression de Pax5 et de la phosphorylation de STAT5 

en réponse à une stimulation par l’IL-7 dans ces cellules. De façon intéressante, tous 

ces effets sont abolis par un traitement antioxydant. Ces résultats suggèrent donc 

que le stress oxydatif permet le maintien du développement B chez les souris âgées 

en absence de Tp53inp1.  

Par ailleurs, un rôle de l’autophagie dans la différenciation des CSHs a récemment 

été mis en évidence par le groupe d’E. Passegué. En effet, la délétion conditionnelle 

de l’Autophagy related gene 12 (Atg12), une protéine impliquée dans la fusion de 

l’autophagosome avec le lysosome, conduit à une perte du potentiel d’auto-

renouvellement et à un biais myéloïde de la différenciation des CSHs en association 

avec une hyperactivité de la voie OXPHOS (Ho et al., 2017). Ces dérégulations sont 

associées avec des modifications des marques épigénétiques qui seront décrites 

dans la suite du manuscrit. 

Enfin, des régulations similaires ont été identifiées chez l’Homme. En effet, l'équipe 

de F. Pflumio et R. Haddad a mis en évidence l’importance de l’hypoxie dans le profil 

métabolique et le développement lymphoïde des progéniteurs hématopoïétiques 

dérivés de sang de cordon ombilical (Chabi et al., 2019). Pour ce faire, différents 

progéniteurs hématopoïétiques ont été triés du sang de cordon et mis en culture 

avec des cellules stromales MS-5 en présence de faibles ou de forts niveaux 

d’oxygène. Les CSPHs, MPPs, LMPPs et proT/NK cultivés en conditions hypoxiques 

présentent un processus autophagique diminué en comparaison aux cellules 

cultivées en condition de normoxie. Cela s’accompagne d’une activité mitochondriale 

plus restreinte au sein des CSPHs, MPPs et LMPPs exposés à de faibles 

concentrations en oxygène suggérant que l’hypoxie inhibe l’activation de ces cellules 

in vitro. Par ailleurs, l’hypoxie induit une augmentation de l’expression des gènes 

lymphoïdes au sein des LMPPs et des pro-T/NK respectivement via HIF-1 et HIF-
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2. En conséquence, l’hypoxie exacerbe le potentiel de différenciation lymphoïde 

des LMPPs et des pro-T/NK in vitro et le potentiel de différenciation B des LMPPs in 

vivo. Ces effets sont abolis lorsque l’expression d’HIF-1 et d’HIF-2 est éteinte, 

identifiant ainsi un rôle la voie HIF dans l’identité lymphoïde des LMPPs et des pro-

T/NK humains. 

 

En 2009, A. Foudi et ses collaborateurs ont rapporté que le cycle cellulaire régule les 

fonctions de CSHs et en particulier leur capacité de repopulation et d’auto-

renouvellement. Ce groupe a généré un modèle murin au sein duquel un traitement à 

la Dox permet l’expression de la protéine de fusion H2B-GFP (Foudi et al., 2009). 

Une cohorte de souris a été traitée avec de la Dox durant 6 semaines afin de 

marquer les CSHs puis ce traitement a été arrêté. Au cours des cycles de division, le 

marquage GFP va être dilué jusqu’à disparaitre complètement après 7 à 8 divisions, 

permettant ainsi d’estimer le statut prolifératif des différentes CSHs. Ce modèle a 

permis à ce groupe de ségréger les CSHs en 3 sous-populations en fonction de 

l’intensité du marquage GFP 5 mois après l’arrêt du traitement à la Dox. Ce 

laboratoire a ensuite étudié le potentiel de chacune de ces sous-populations à 

régénérer le système hématopoïétique de souris receveuses irradiées. Leurs 

résultats ont montré que les CSHs les plus quiescentes (GFPhigh) possèdent une 

meilleure capacité de reconstitution des lignages lymphoïde et myéloïde que les 

CSHs les plus prolifératives (GFP-). Les CSHs GFPhigh et GFP- ont ensuite été 

réisolées 7 semaines après la transplantation et injectées à des souris receveuses 

secondaires. Seize semaines après cette nouvelle transplantation, seules les souris 

injectées avec des CSHs GFPhigh présentaient une reconstitution robuste du système 

hématopoïétique. Dans leur ensemble, ces travaux rapportent ainsi que le statut 

quiescent des CSHs est crucial pour le maintien de leurs fonctions. 

L’impact du cycle cellulaire sur la spécification des sous-populations de MPPs a été 

abordé par le groupe de J. Trowbridge dans le contexte du vieillissement (Young et 

al., 2016). Les travaux de ce groupe ont tout d’abord montré que la composition du 

compartiment MPP était altérée chez les souris âgées de plus d’un an. En effet, ces 

dernières présentent une augmentation du pourcentage de MPP2 et une diminution 

de la fraction de MPP4 dans la MO. Ces anomalies sont associées au sein des 

MPP4 avec un statut hyperprolifératif, une diminution de l’expression des gènes clés 

de la spécification lymphoïde et une augmentation du potentiel myéloïde in vitro. De 
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plus, comparativement à des MPP4 issus de souris jeunes de 2 mois, l’injection de 

MPP4 issus de souris âgées (> 2 ans) résulte en une reconstitution robuste du 

compartiment myéloïde et une diminution de la production des LB. Ces résultats 

révèlent donc qu’une augmentation de la prolifération des MPP4 est concomitante 

avec une perte de la spécification et du potentiel de différenciation lymphoïde de ces 

cellules. Les mécanismes moléculaires sous-jacents restent cependant à déterminer. 

 

2.1.3 M                                        ’         è   

Le terme épigénétique regroupe l’ensemble des mécanismes permettant un 

changement phénotypique de la cellule sans modulation génétique. L’expression des 

gènes est alors stimulée ou réprimée grâce à des changements de conformation de 

la chromatine. L’unité fondamentale de la chromatine est le nucléosome qui est 

formé d’un octamère d’histones entouré d’environ 146 paires de base d’ADN (Strahl 

& Allis, 2000). Le niveau de condensation de la chromatine dépend de modifications 

chimiques des histones et de l’ADN qui sont catalysées par certaines enzymes. Les 

deux modifications épigénétiques les plus courantes sont la méthylation et 

l’acétylation. La méthylation de l’ADN et des histones augmente le niveau de 

compaction des nucléosomes, empêchant l’accès des FT à l’ADN et l’expression des 

gènes. À l’inverse, l’acétylation des histones entraine le relâchement des 

nucléosomes ce qui permet aux FT d’accéder à l’ADN pour induire l’expression de 

leurs gènes cibles (Mobley et al., 2019) (Figure 16). 

 

 

Figure 16 : Modifications épigénétiques régulant la transcription de l'ADN 
(d’après Mobley et al., 2019) 

(A) La méthylation de l’ADN et des histones entraine une compaction des 
nucléosomes rendant l’ADN inaccessible aux FT et réprimant l’expression des 
gènes. (B) L’acétylation des histones diminue le niveau de compaction de l’ADN, le 
rendant ainsi accessible aux FT et permettant l’expression génique. 
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Ces dernières années, différents groupes ont établi un lien direct entre le statut 

métabolique et la modulation des marques épigénétiques (Kaelin & McKnight, 2013; 

Keating & El-Osta, 2015). En effet, les intermédiaires métaboliques et les produits 

dérivés du cycle de Krebs servent de co-facteurs et de substrats pour les enzymes 

épigénétiques. À titre d’exemple, l’activité des histones acétyltransférases (HATs) 

requière la présence d’acétyl-CoA qui est généré à partir du pyruvate lors de la 

glycolyse. 

 

La présence de certaines marques épigénétiques est correllée avec une modulation 

des fonctions des CSHs. Ainsi, la prolifération des CSHs a été associée avec une 

diminution de la méthylation de leur ADN (Beerman et al., 2013). La méthylation de 

l’ADN et des histones favorise l’auto-renouvellement des CSHs, tandis que la 

déméthylation entraine leur différenciation (Beerman et Rossi, 2015). 

L’environnement hypoxique de la MO permettrait ainsi le maintien en quiescence des 

CSHs en diminuant les niveaux d’α-cétoglutarate (α-KG) et en augmentant les 

niveaux de succinate, ce qui aurait pour conséquence d’inhiber l’activité des histones 

déméthylases (HDMs) (Chinopoulos, 2013). À l’inverse, l’OXPHOS induit la 

production d’α-KG et diminue les niveaux de succinate ce qui activerait les HDMs et 

conduirait à la prolifération et la différenciation des CSHs.  

Des modifications des marques épigénétiques ont également été observées dans le 

contexte de la sénescence hématopoïétique et semblent relier les changements 

métaboliques aux anomalies de différenciation présentées par les CSHs âgées. En 

effet, il a été observé dans les CSHs de souris âgées une hyperméthylation de 

nombreux gènes non exprimés par les CSHs mais exprimés par les progéniteurs 

hématopoïétiques (Beerman et Rossi, 2015). Ces résultats suggèrent que 

l’hyperméthylation de ces gènes pourrait contribuer au biais de différenciation 

myéloïde caractéristique des souris âgées, les modifications épigénétiques pouvant 

être transmises de la CSH à sa descendance afin de définir l’identité et le devenir de 

cette dernière.  

Le groupe d’E. Passegué a montré que la délétion conditionnelle d’Atg12 au sein des 

CSHs, qui présentent par ailleurs un biais myéloïde, conduit à des modifications de 

la méthylation de leur ADN, certains gènes étant hypométhylés et d’autres 

hyperméthylés (Ho et al., 2017). De plus, ce groupe a mené des tests de 

différenciation in vitro de CSHs en présence d’α-KG, qui est un co-facteur des HDMs. 
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L’ajout d’α-KG au milieu de culture induit une augmentation de la différenciation des 

CSHs en cellules myéloïdes. À l’inverse, lorsque les CSHs ont été traitées avec du s-

adenosylmethionine (SAM), qui est un co-substrat des histones méthylases, ou avec 

de la metformine, qui est un inhibiteur de l’ETC, leur différenciation est inhibée. Ces 

résultats mettent ainsi en évidence que le remodelage épigénétique associé à 

l’activation métabolique affecte directement le devenir des CSHs.  

Promyelocytic leukemia zinc finger (PLZF) est un FT régulant les marques 

épigénétiques dont le mécanisme d’action est encore mal compris, bien que 

certaines études suggèrent que cette fonction soit médiée par le recrutement de co-

facteurs épigénétiques au niveau de certains promoteurs (Lin et al., 1998). L'équipe 

d’E. Duprez a étudié le rôle de cette protéine dans le devenir des CSHs en utilisant 

un modèle murin porteur d’une mutation inactivant PLZF (Zbtb16lu/lu) (Vincent-Fabert 

et al., 2016). En condition de stress régénératif, le compartiment CSH chez la souris 

Zbtb16lu/lu présente un biais myéloïde et une accumulation de LT-CSHs, deux 

phénomènes caractéristiques des CSHs âgées. Les souris Zbtb16lu/lu âgées d’un an 

sont caractérisées par un vieillissement accéléré, mettant ainsi en évidence un rôle 

de PLZF dans le contrôle des altérations liées au vieillissement. Cela est associé 

avec une augmentation du pourcentage de CSHs Zbtb16lu/lu en phases S et G2/M du 

cycle cellulaire et une augmentation de l’apoptose de ces cellules. Dans leur 

ensemble, ces travaux mettent ainsi en évidence un rôle de PLZF dans le maintien 

des fonctions des CSHs au travers de la modulation du cycle cellulaire et de 

l’apoptose.  

 

L’analyse des marques épigénétiques au sein des sous-populations de MPPs 

par Tagmentation-based Whole Genome Bisulfite Sequencing (TWGBS) a montré 

une augmentation globale de la méthylation de leur ADN en comparaison avec les 

CSHs (Cabezas-Wallscheid et al., 2014). Le rôle joué par les marques épigénétiques 

dans l’établissement des programmes lympho-myéloïdes au sein des MPPs 

demeure inconnu. Par ailleurs, plusieurs études rapportent des modifications de la 

composition du compartiment MPP et/ou de leur différenciation dans différents 

modèles murins de leucémies porteurs de mutations qui affectent des gènes codant 

pour des enzymes responsables de modifications épigénétiques telles que Setd2, 

Dnmt3a, Pzhf6 ou Eto2 (Zhou et al., 2018; Loberg et al., 2019; Wendorff et al, 2019; 
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Lopez et al., 2019). Ainsi, les marques épigénétiques pourraient réguler de façon 

directe ou indirecte la composition du compartiment MPP et leur devenir.  

 

2.2 Les régulateurs extrinsèques de la spécification lympho-myéloïde 

2.2.1 Concept et nature des niches hématopoïétiques 

Chez la souris et l’Homme adultes, le site principal de l’hématopoïèse est la MO. L’os 

qui contient la MO peut être divisé en deux grandes régions anatomiques : la cavité 

médullaire et l’endosteum. La cavité médullaire correspond à la région centrale de 

l’os tandis que l’endosteum correspond à la région située à proximité de l’os. Ces 

deux régions abritent le stroma médullaire, composé notamment de cellules 

stromales mésenchymateuses et de cellules vasculaires, ainsi que les différents 

stades hématopoïétiques précédemment décrits. 

 

Le terme de « niche » hématopoïétique est proposé pour la première fois en 1978 

par R. Schofield qui suggère que les CSHs sont en contact étroit avec les cellules 

non-hématopoïétiques qui les entourent et que ces échanges sont indispensables au 

bon déroulement de l’hématopoïèse (Schofield, 1978). Ce modèle postule en effet 

que la niche des CSHs permet d’assurer leur auto-renouvellement et de les maintenir 

en quiescence, tandis que les cellules filles générées par ces CSHs doivent quitter 

cette niche afin de se différencier. Par la suite, deux principales niches 

hématopoïétiques ont été considérées : la niche endostéale, physiquement proche 

de l’os, et la niche (péri)-vasculaire, située à proximité des vaisseaux sanguins 

(Kunisaki et al., 2013; Mendelson & Frenette, 2014) (Figure 17). 
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Figure 17 : Représentation schématique des niches hématopoïétiques 
médullaires 

La niche endostéale se compose principalement d’OBLs, d’OCLs et de CSMs. La 
niche (péri)-vasculaire est composée des cellules péri-artériolaires, des cellules péri-
sinusoïdales, des CEs et des CSMs. OBL : ostéoblaste ; OCL : ostéoclaste ; CSM : 
cellule stromale/souche mésenchymateuse. 
 

La niche endostéale 

La niche endostéale est principalement composée de cellules stromales/souches 

mésenchymateuses (CSMs), d’ostéoblastes (OBLs) et d’ostéoclastes (OCLs). Cette 

niche est hautement vascularisée et contient des cellules vasculaires artériolaires 

(Itkin et al., 2016; Kunisaki et al., 2013). Les CSMs sont des cellules pluripotentes à 

l’origine des OBLs, des chondrocytes et des adipocytes (Friedenstein et al., 1974; 

Friedenstein et al., 1976; Tropel et al., 2004). Les OBLs permettent, en association 

avec les OCLs, le maintien de la masse osseuse. En effet, la fonction principale des 

OBLs est de synthétiser la matrice osseuse, tandis que celle des OCLs est de la 

résorber. Les chondrocytes et les adipocytes sont quant à eux responsables de la 

formation du cartilage et de la masse graisseuse, respectivement. Par ailleurs, les 

CSMs issues de la fraction osseuse de la MO sont également impliquées dans le 

maintien des fonctions des CSHs. En effet, le groupe de PS. Frenette a identifié 5 FT 

(Klf7, Ostf1, Xbp1, Irf3 et Irf7) dont l’expression par les CSMs induit in vitro une 

sécrétion accrue de Scf et de Cxcl12, deux facteurs notamment impliqués dans le 

maintien, la rétention et la différenciation des CSHs dans la MO (Nakahara et al., 

2019). Les CSHs co-cultivés avec les CSMs exprimant ces FT présentent une 
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meilleure capacité de reconstitution de l’hématopoïèse et une diminution des 

dommages à l’ADN liés au vieillissement et au stress réplicatif.  

 

Plusieurs études suggèrent que différentes CS(P)Hs sont localisées au sein de la 

niche endostéale. En effet, après transplantation, des CSHs sont retrouvées à 

proximité de l’endosteum chez la souris receveuse (Nilsson et al., 2001; Lo Celso et 

al., 2009; Guezguez et al., 2013). Une autre étude basée sur la détection des CSHs 

par imagerie confocale rapporte que 80% des CSHs (Lin-CD41-CD48-CD150+) sont 

retrouvées dans la région endostéale (Kunisaki et al., 2013). La localisation 

endostéale des CSHs semble impacter leurs fonctions. En effet, les CSHs localisées 

à proximité de l’endosteum possèdent, en comparaison aux CSHs isolées de la 

cavité centrale de la MO, une meilleure capacité de transplantation, de prolifération 

et de migration (Grassinger et al., 2010; Haylock et al., 2007). Des populations de 

progéniteurs hématopoïétiques pourraient également se localiser dans la niche 

endostéale. D. Visnjic et ses collaborateurs ont développé un modèle murin (Col2.3 

delta-TK) exprimant le gène codant pour la thymidine kinase (TK) du virus de 

l’herpès simplex sous le contrôle du promoteur du collagène type 1 1 (Col11) ce 

qui permet de restreindre l’expression du transgène aux OBLs (Visnjic et al., 2001). 

Cette TK virale devient toxique en présence de ganciclovir (GCV), un analogue de 

nucléoside. L’injection de GCV aux souris Col2.3 delta-TK permet ainsi l’ablation 

spécifique des OBLs ce qui engendre une perte en progéniteurs lymphoïdes, 

myéloïdes et érythroïdes (Visnjic et al., 2004). La réapparition des OBLs après arrêt 

du traitement au GCV permet la correction de ces défauts hématopoïétiques 

suggérant que les OBLs supportent le développement hématopoïétique. Une autre 

étude menée sur ce même modèle murin rapporte que la déplétion transitoire des 

OBLs entraine une diminution du nombre de progéniteurs lymphoïdes (pre-pro-B et 

pro-B) dans la MO sans altération du compartiment CSH suggérant que les OBLs 

sont requis à la lymphopoïèse B (Zhu et al., 2007). La régulation de la lymphopoïèse 

par la niche endostéale semble impliquer la sécrétion de la CK Cxcl12 par les OBLs. 

En effet, la délétion conditionnelle de Cxcl12 au sein des OBLs (Col11+) chez la 

souris Col2.3-cre/Cxcl12fl/fl engendre une diminution des nombres de CLPs et de 

LMPPs dans la MO (Ding & Morrison, 2013). Les nombres de CSHs, de progéniteurs 

myéloïdes et de progéniteurs érythroïdes sont en revanche préservés dans ce 

modèle murin suggérant que les progéniteurs lymphoïdes se localisent au sein de la 
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niche endostéale qui assure leur maintien via la sécrétion de Cxcl12. Il convient 

cependant de mentionner que les travaux du groupe de DC. Link utilisant un modèle 

murin différent (Oc-cre/Cxcl12fl/-) permettant également la délétion conditionnelle de 

Cxcl12 au sein des OBLs (Ostéocalcine+) ne rapportent aucun effet de cette 

déficience sur le nombre de progéniteurs lymphoïdes (Greenbaum et al., 2013). Les 

résultats contradictoires émanant de ces deux études semblent liés aux différences 

de spécificité/restriction de la délétion de Cxcl12 aux seuls OBLs entre les deux 

modèles murins utilisés. En effet, une expression transcriptionnelle de Col11 est 

également détectable au sein de CSMs Nestin+ et de cellules stromales Scf+ 

(Méndez-Ferrer et al., 2010b; Kunisaki et al., 2013), suggérant que les effets 

observés au sein du modèle Col2.3-cre/Cxcl12fl/fl pourraient être médiés par 

l’inactivation de Cxcl12 dans d’autres types cellulaires que les OBLs. 

 

La niche (péri)-vasculaire 

La niche (péri)-vasculaire est composée principalement de CEs et de cellules 

stromales péri-vasculaires. Les CEs (CD31+CD45-Ter119-) jouent un rôle dans la 

formation des vaisseaux sanguins et peuvent être associées aux sinus (cellules 

sinusoïdales) ou aux artères (cellules artériolaires) (Breitbach et al., 2018; Itkin et al., 

2016). Les CEs sinusoïdales et artériolaires se distinguent sur le plan phénotypique 

par l’expression des marqueurs Sca-1 et CD73. En effet, les CEs sinusoïdales sont 

définies comme Sca-1-CD73+ tandis que les CEs artériolaires sont Sca-1+CD73-. De 

façon similaire, les cellules stromales péri-vasculaires (CD31-CD45-Ter119-) peuvent 

être péri-artériolaires ou péri-sinusoïdales (Kunisaki et al., 2013). Au sein de ces 

cellules, le niveau d’expression de la Nestin, une protéine de filament exprimée 

notamment par les cellules neuronales, permet de distinguer les cellules péri-

artériolaires (Nestin-GFPhigh) et les cellules péri-sinusoïdales (Nestin-GFPlow). Le 

groupe de PS. Frenette a déterminé que les cellules péri-vasculaires Nestin-GFP+ 

sont capables d’auto-renouvellement et de se différencier en OBLs, en adipocytes et 

en chondrocytes (Méndez-Ferrer et al., 2010b). Elles peuvent ainsi être considérées 

comme des CSMs. Les CSMs Nestin-GFPlow et Nestin-GFPhigh se distinguent non 

seulement par leur localisation au sein de la cavité médullaire (péri-sinusoïdale 

versus péri-artériolaire) mais également pas leurs capacités d’auto-renouvellement et 

de multipotence. Les cellules péri-sinusoïdales expriment le récepteur à la leptine 

(LepR) ainsi que Scf et Cxcl12 comme rapporté par le groupe de SJ. Morrison dans 
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les modèles murins ScfGFP et Cxcl12Dsred (Acar et al., 2015; Kunisaki et al., 2013; 

Zhou et al., 2014). Elles comprennent les Cxcl12-Abundant Reticular cells (CAR) qui 

sont capables de se différencier en OBLs et en adipocytes (Omatsu et al., 2010; 

Sugiyama et al., 2006). Les cellules péri-artériolaires Nestin-GFPhigh sont négatives 

pour le marqueur LepR mais expriment les marqueurs de surface NG2 et MYH11 

(Birbrair et al., 2013; Kunisaki et al., 2013). Elles comprennent les cellules de 

Schwann qui maintiennent les CSHs en quiescence via la sécrétion de Transforming 

Growth Factor  (TGF-) (Yamazaki et al., 2011).  

 

A l’instar de la niche endostéale, la niche péri-vasculaire semble abriter différentes 

populations de CSPHs dont elle régule le maintien et les fonctions. Par imagerie 

confocale, le groupe de SJ. Morrison a déterminé que les CSHs résident au sein 

d’une niche péri-sinusoïdale composée de cellules exprimant LepR et Cxcl12 (Acar 

et al., 2015). En effet, environ 85% des CSHs sont retrouvées à moins de 10 µm des 

structures sinusoidales.  La délétion de Scf et Cxcl12 dans les CEs grâce aux 

modèles Tie-cre/Scffl/- et Tie2-cre/Cxcl12fl/fl conduit à une déplétion des CSHs dans la 

MO (Ding et al., 2012; Ding & Morrison, 2013). De plus, la délétion conditionnelle de 

Cxcl12 dans les cellules péri-sinusoïdales LepR+ grâce au modèle murin LerR-

cre/Cxcl12fl/fl conduit à une mobilisation de CSHs de la MO vers le sang et la rate 

(Ding & Morrison, 2013; Asada et al., 2017). Ces travaux mettent ainsi en évidence 

un rôle des cellules péri-sinusoïdales dans la rétention des CSHs dans la MO via la 

sécrétion de Cxcl12. Le groupe de PS. Frenette a également rapporté un rôle des 

cellules péri-artériolaires NG2+ dans l’établissement du système hématopoïétique au 

cours du développement embryonnaire (Asada et al., 2017). En effet, la délétion de 

Cxcl12 dans les cellules NG2+ entraine une entrée en cycle, une diminution de la 

capacité d’auto-renouvellement et un défaut de localisation médullaire des CSHs 

ainsi qu’une mobilisation de ces cellules vers le sang et la rate. Cependant, lorsque 

la délétion est réalisée à l’âge adulte, seul le défaut de localisation des CSHs au sein 

de la MO est observé.  

L’utilisation de l'imagerie intravitale a récemment permis d'évaluer la dynamique des 

CSHs au sein de la MO (Upadhaya et al., 2020). Il apparait que les CSHs se 

déplacent au sein de la niche péri-vasculaire et entrent par intermittence en contact 

avec les cellules péri-vasculaires exprimant Scf, Cxcl12 et les ligands de certaines 

intégrines. Ces données suggèrent que les réseaux d’interaction s’établissant entre 
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les cellules stromales et les CSHs pourraient rendre compte de la localisation intra-

médullaire de ces dernières. L'équipe de M. Aurrand-Lions et S. Mancini a rapporté 

l’existence d’une niche hématopoïétique commune aux CSHs et aux cellules pro-B 

qui se compose de cellules stromales péri-sinusoidales (Balzano et al, 2019). Ces 

dernières constituent la source majeure d’IL-7 au sein la MO qui est une cytokine 

cruciale pour la différenciation lymphoïde. La localisation des pro-B au sein de cette 

niche est dépendante de l’expression de la protéine Nidogen-1 par les cellules péri-

sinusoidales et de son récepteur Plxdc1 par les pro-B. En effet, chez la souris 

déficiente en Nidogen-1, les pro-B sont éloignés des cellules péri-sinusoidales et de 

la source d'IL-7 requise à leur différenciation en cellules pré-B. De plus, si les CSHs 

occupent la même niche que les pro-B, l’interaction de ces cellules avec les cellules 

péri-sinusoidales est médiée par Scf et Cxcl12 tandis que celle entre pro-B et 

cellules péri-sinusoidales est dépendante de l’IL-7 et de Nidogen-1. Ces données 

suggèrent ainsi que les différents CSPHs n’ont pas la même dépendance envers 

l’axe Cxcl12/Cxcr4 pour leur maintien et leur développement. Comme nous le 

verrons dans la suite de ce manuscrit, cette question reste particulièrement ouverte 

concernant les sous-populations de MPPs. 

 

Multiplicité des niches ? 

Initialement, la majorité des études menées sur les niches médullaires utilisait les 

structures osseuses et le réseau vasculaire pour délimiter physiquement la niche 

endostéale et la niche (péri)-vasculaire. Cependant, cette ségrégation a récemment 

été remise en cause par la visualisation de structures vasculaires au sein de la niche 

endostéale (Itkin et al., 2016). Cette caractéristique a conduit à des résultats 

contradictoires quant à la localisation des différents CSPHs et aux facteurs régulant 

leur maintien et leurs fonctions. À titre d’exemple, si les CSHs injectées à des souris 

receveuses se localisent préférentiellement à proximité de l’endosteum, il a été 

montré qu’elles interagissent en réalité avec les péricytes NG2+ présentes au sein de 

cette niche (Ellis et al., 2011; Kunisaki et al., 2013).  

 

A l’instar du compartiment hématopoïétique, les composantes du 

microenvironnement médullaire présentent une grande hétérogénéité. En effet, A. 

Tikhonova et ses collaborateurs ont récemment mené une étude transcriptomique 

par sc-RNAseq des populations vasculaires (Cadh5+), péri-vasculaires (LepR+) et 
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ostéoblastiques (Col11+) (Tikhonova et al., 2019). Leurs analyses ont conduit à 

l’identification de 2 principales sous-populations au sein des cellules vasculaires, de 

4 sous-populations au sein des cellules périvasculaires et de 3 sous-populations au 

sein des OBLs, révélant ainsi une hétérogénéité au sein de chaque compartiment. 

En utilisant une approche similaire, le groupe de DT. Scadden a quant à lui identifié 

au sein du compartiment stromal 6 types cellulaires différents pouvant être 

subdivisés en 17 sous-populations (Baryawno et al., 2019). Leurs résultats ont 

notamment permis de mettre en évidence une sous-population de fibroblastes 

exprimant Cxcl12 ainsi qu’une sous-population de CEs artériolaires située à 

proximité de l’endosteum et exprimant fortement Cxcl12 et Scf, suggérant un rôle de 

cette sous-population dans la régulation des CSPHs. De plus, les cellules stromales 

n’ont pas nécessairement les mêmes propriétés en fonction de leur localisation au 

sein de la MO ce qui constitue une nouvelle source d’hétérogénéité phénotypique et 

fonctionnelle. En effet, N. Mende et ses collaborateurs ont montré que le niveau 

d’expression de différents facteurs régulant l'homéostasie des CSPHs (ex: Cxcl12, 

Dll4, Kitl, Vcam-1, Il-7) diffère selon que les CSMs se localisent à proximité de 

l’endosteum ou de la région centrale de la MO (Mende et al., 2019). L’ensemble de 

ces travaux révèle donc que les cellules stromales forment un compartiment plus 

complexe qu’initialement prévu nécessitant d’être mieux caractérisé aux niveaux 

phénotypique et fonctionnel. 

 

Il est important de mentionner que les cellules hématopoïétiques sont capables, au 

même titre que les cellules stromales vasculaires ou mésenchymateuses, de réguler 

les fonctions des CSPHs au sein des niches médullaires. Ainsi, le groupe de PS. 

Frenette a rapporté que les MKs situés à proximité des sinus font partie de la niche 

occupée par les CSHs vWF+ biaisées pour le lignage Meg (Pinho et al., 2018). En 

effet, la déplétion des MKs entraine une augmentation du nombre de CSHs vWF+, en 

lien avec une prolifération accrue de ces cellules et une perte de leur biais Meg. Ces 

effets sont notamment médiés par la sécrétion de la CK Cxcl4 par les MKs. Ce travail 

suggère que les niches sinusoïdales enrichies en MKs régulent la quiescence et la 

spécification des CSHs. Les CSHs vWF-sont, quant à elles, localisées au sein des 

niches péri-artériolaires. En effet, la déplétion des cellules péri-artériolaires NG2+ 

induit une diminution du nombre de CSHs vWF- tandis que celui des CSHs vWF+ est 

préservé. Dans leur ensemble, ces résultats suggèrent que le positionnement des 
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CSHs au sein de la MO joue un rôle critique dans leur specification lymphoïde versus 

myéloïde.  

Par ailleurs, le système nerveux sympathique (SNS) contribue au maintien de 

l’intégrité des niches et au développement hématopoïétique (Méndez-Ferrer et al., 

2010a; Maryanovich et al., 2018). En effet, la dénervation des niches 

hématopoïétiques induit un vieillissement hématopoïétique prématuré, qui se 

caractérise notamment par une diminution de la capacité de reconstitution et un biais 

myéloïde des CSHs, en lien avec un remodelage des niches hématopoïétiques 

(Maryanovich et al., 2018). De façon intéressante, l’administration d’un agoniste d’un 

neurotransmetteur responsable de la sécrétion de noradrénaline permet de corriger 

de façon extrinsèque ces défauts. Ces résultats suggèrent que la dégénération du 

SNS observée au cours du vieillissement contribue à l’établissement d’une 

hématopoïèse défectueuse en induisant un remodelage des niches 

hématopoïétiques. 

Enfin, le groupe de GQ. Daley a rapporté un rôle des adipocytes dans le 

développement hématopoïétique (Naveiras et al., 2009). Ce laboratoire a notamment 

mis en évidence chez la souris que les vertèbres thoraciques, qui sont virtuellement 

dépourvues en adipocytes, contiennent des proportions de CSHs, de MPPs et de 

progéniteurs myéloïdes plus importantes que les vertèbres de la queue qui sont 

riches en adipocytes. Par ailleurs, les CSHs isolées des vertèbres caudales sont 

moins prolifératives et présentent une meilleure capacité de reconstitution de 

l’hématopoïèse à long terme que les CSHs isolées des vertèbres thoraciques, 

suggérant que les adipocytes pourraient sécréter différents facteurs régulant les 

fonctions des CSHs. En 2017, les résultats du groupe de SJ. Morrison ont suggéré 

un rôle du Scf dans ces régulations (Zhou et al., 2017). En effet, la délétion 

conditionnelle de Scf dans les adipocytes à l’aide du modèle Adiponectin-cre/ER; 

ScfGFP/fl conduit à une diminution de la proportion de CSHs au sein des vertèbres 

caudales ainsi qu’à une réduction de la capacité de reconstitution de l’hématopoïèse 

à long terme de ces cellules. Les fémurs et les tibias des souris Adiponectin-cre/ER; 

ScfGFP/fl ne présentent néanmoins aucun défaut hématopoïétique, suggérant que le 

Scf sécrété par les adipocytes régule le maintien et la capacité de reconstitution des 

CSHs spécifiquement au sein des vertèbres caudales. 
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Ainsi, il apparait que la ségrégation des CSPHs au sein des niches médullaires est 

probablement plus complexe qu’attendu. Dans leur ensemble, ces données récentes 

suggèrent que des microstructures composées de multiples types de cellules 

mésenchymateuses, hématopoïétiques et neuronales servent de niches aux CSPHs. 

La régulation de ces niches semble permise par les multiples interactions et 

échanges multi-directionnels qui s’établissent entre les différents composants de ce 

micro-environnement. 

 

2.2.2 Positionnement intra-médullaire des MPPs 

Comme nous l’avons vu précédemment, notre connaissance de la localisation intra-

médullaire des progéniteurs biaisés lymphoïdes et myéloïdes demeure partiel. 

Néanmoins, leur positionnement au sein de cet organe semble jouer un rôle dans 

l’établissement de ces biais. Comme nous le verrons dans cette nouvelle partie, la 

localisation des MPPs a été, jusqu’à aujourd’hui, peu étudiée et demeure débattue, 

les différents travaux publiés à ce jour menant à des résultats parfois contradictoires.  

 

En 2009, C. Lo Celso et ses collaborateurs ont injecté différentes populations de 

CSPHs, incluant des MPPs (définis comme étant LSK CD48+Flt3+, une définition 

proche de celle du groupe d’A. Trumpp), et observé leur localisation 5h post-injection 

par imagerie (Lo Celso et al., 2009). Parmi les populations analysées, les LT-CSHs 

sont celles qui se localisent le plus près de l’endosteum, alors que les progéniteurs 

myéloïdes engagés Linlowc-Kit+Sca-1- en semblent les plus éloignés. Les MPPs sont 

quant à eux retrouvés à une distance intermédiaire de l’endosteum. En 2010, le 

groupe de JP. Lévesque a injecté un intercalant de l’ADN fluorescent, le Hoechst, à 

des souris 5 à 10 minutes avant leur sacrifice afin de détecter spécifiquement les 

cellules situées à proximité des vaisseaux sanguins (Winkler et al., 2010). Selon ce 

protocole, une plus grande proportion de MPPs (définis comme étant LSK CD41-

CD150-, une définition proche de celle du groupe de SJ. Morrison) était marquée au 

Hoechst en comparaison aux CSHs, suggérant que les MPPs se localisent dans une 

région médullaire qui est plus vascularisée que celle occupée par les CSHs.  

 

D'autres travaux ont rapporté un rôle crucial exercé par les RCPG, exprimés à la 

surface des cellules hématopoïétiques, et leurs ligands, principalement produits par 

les cellules stromales, dans le maintien et le devenir des CSPHs. En particulier, le 
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groupe de M. Kondo a étudié en 2009 le rôle des RCPG dans la localisation et la 

différenciation des différentes sous-populations de MPPs (Lai et al., 2009). Pour ce 

faire, ce laboratoire a injecté des MPPs VCAM-1- (biaisés lymphoïdes) ou VCAM-1+ 

(biaisés myéloïdes) et étudié par IF leur localisation 48h post-injection au sein de la 

MO des souris receveuses. Leurs données rapportent une localisation différentielle 

des MPPs en fonction de leur spécification, les MPPs VCAM-1- se localisant 

préférentiellement à proximité du sinus central tandis que les MPPs VCAM-1+ sont 

majoritairement retrouvés à proximité de l’os dans la région endostéale. Les MPPs 

VCAM-1- ont ensuite été traités par de la toxine pertussique (PTX), qui inhibe la 

signalisation des RCPG en empêchant l’interaction avec leurs protéines G, avant leur 

injection. Ce traitement induit une rétention des MPPs VCAM-1- dans la région 

endostéale occupée par les MPPs VCAM-1+ et les GMPs. De plus, le groupe de M. 

Kondo a déterminé que les souris injectées avec des MPPs VCAM-1- traités avec la 

PTX présentent un chimérisme GM augmenté en comparaison aux souris injectées 

avec des MPPs VCAM-1- non traités, suggérant que la rétention des MPPs VCAM-1- 

dans la région endostéale exacerbe le potentiel GM de ces cellules. Ces résultats 

permettent d’émettre l’hypothèse que la localisation des MPPs VCAM-1- dans la 

région centrale de la MO est dépendante des RCPG et que cette localisation est 

requise à leur différenciation lymphoïde dans une région qui sécrète probablement 

de faibles quantités de facteurs pro-myéloïdes et/ou de grandes quantités de 

facteurs pro-lymphoïdes (Figure 18). Dans leur ensemble, ces données suggèrent 

ainsi que la spécification lymphoïde versus myéloïde des MPPs a lieu dans des 

niches distinctes au sein de la MO. Néanmoins, ces travaux ne permettent pas de 

déterminer précisément la nature des RCPG spécifiquement impliqués dans la 

localisation des MPPs VCAM-1- et VCAM-1+.  
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Figure 18 : Représentation schématique de la localisation médullaire des MPPs 
VCAM-1- et VCAM-1+ au regard des niches endostéale et (péri)-vasculaire 

Les MPPs VCAM-1+ se localisent dans la niche endostéale où ils se différencient en 
GMPs puis en cellules myéloïdes. Ils génèrent également les MPPs VCAM-1- qui 
migrent au centre de la MO à proximité du sinus central. Cette migration est 
dépendante des RCPG et requise à la différenciation lymphoïde des MPPs VCAM-1-. 
 

Le rôle joué par l’un de ces RCPG, le RCK Cxcr4, dans la localisation et le devenir 

des MPPs a été étudié par le groupe de J. Pereira. En 2016, ce dernier a montré que 

la transplantation de MO de souris présentant une délétion conditionnelle de Cxcr4 

dans les MPPs (définis comme étant LSK Flt3+, qui peuvent correspondre aussi bien 

aux MPP3 du groupe de M. Kondo, aux MPP4 du groupe d’A. Trumpp et aux LMPPs 

du groupe de SEW. Jacobsen) engendre chez les souris receveuses une diminution 

du nombre de MPPs et des différents progéniteurs lymphoïdes dans la MO (Cordeiro 

Gomes et al., 2016). En dépit de la mobilisation des MPPs et des CLPs dans la rate, 

les souris receveuses présentent une forte diminution des nombres de LT, LB et NK 

dans les différents organes lymphoïdes, suggérant un rôle crucial de Cxcr4 dans la 

rétention des MPPs dans la MO ainsi que dans leur capacité à se différencier au sein 

du lignage lymphoïde. De plus, ce groupe a mis en évidence que les MPPs se 

localisent à proximité de cellules stromales IL-7+ sécrétant Cxcl12 et Scf. La délétion 

conditionnelle de Cxcl12 ou de Scf dans ces cellules IL-7+ entraine une diminution du 

nombre de MPPs et de progéniteurs lymphoïdes dans la MO, suggérant que le 

positionnement des MPPs au sein de cette niche assure leur maintien et leur 



65 

 

différenciation lymphoïde notamment via l’exposition à l’IL-7, Cxcl12 et Scf (Figure 

19). Néanmoins, le groupe de J. Pereira considère dans ce travail le compartiment 

MPP dans sa globalité et n’étudie pas la localisation des différentes sous-populations 

de MPPs ni l’impact de la délétion de Cxcr4 sur la différenciation de chacune d’entre 

elles.  

 

 

Figure 19 : Représentation schématique de la différenciation lymphoïde des 
MPPs dans la MO (d’après Cordeiro Gomes et al., 2016) 

Les MPPs (LSK Flt3+) semblent se localiser à proximité de cellules péri-sinusoïdales 
sécrétrices d’IL-7, de Cxcl12 et de Scf. Cette localisation est requise à la 
différenciation des MPPs en CLPs et à la lymphopoïèse B.  

 

Enfin, A. Roch et ses collaborateurs ont étudié l’expression de différentes molécules 

d’adhésion à la surface des CSPHs incluant les MPP1, les MPP2 et les MPP3/4 tels 

que définis par le groupe d’A. Trumpp (Roch et al., 2017). Au cours de cette étude, 

ce groupe s’est focalisé sur 4 molécules d’adhésion dont l’expression 

transcriptionnelle par RT-qPCR à l’échelle unicellulaire est significativement 

différente entre les CSHs et les sous-populations de MPPs : EPCR, Tie2, JamC et 

Esam. De façon intéressante, alors que plus de 80% des CSHs expriment ces 

protéines à leur surface, moins de 60% des MPP3/4 sont EPCR+ ou JamC+ tandis 

que le pourcentage MPP3/4 Tie2+ ou Esam+ est inférieur à 20%. L’incubation de 

CSH individuelle sur une surface recouverte avec les ligands de ces 4 récepteurs 

diminue significativement la fréquence de division, déterminée par microscopie en 

temps réel, suggérant que ces interactions permettent, au sein des niches 

médullaires, le maintien en quiescence des CSHs. La diminution de l’expression de 
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ces récepteurs à la surface des MPPs pourrait ainsi rendre compte du statut plus 

prolifératif de ces cellules en comparaison aux CSHs. Ces résultats suggèrent en 

outre que les sous-populations de MPPs et les CSHs n’occupent potentiellement pas 

les mêmes niches bien que cela nécessite d’être validé par imagerie. En effet, la 

localisation précise des sous-populations de MPPs telles que définies par le groupe 

d’A. Trumpp est pour le moment inconnue. 

 

2.2.3 Facteurs extracellulaires régulant le compartiment MPP 

Le groupe d’E. Passegué a identifié 3 cytokines pro-inflammatoires régulant la 

génération, la spécification et le devenir des sous-populations de MPPs (Figure 20).  

 

IL-6 

En condition de régénération de l’hématopoïèse, cette équipe a rapporté une 

détection accrue de la cytokine pro-inflammatoire IL-6 dans la MO de souris 

receveuses irradiées sous-létalement 2 à 3 semaines après injection de CSHs 

(Pietras et al., 2015). Cette augmentation des niveaux d’IL-6 pourrait contribuer à la 

reprogrammation myéloïde des MPP4 identifiée aux mêmes jours post-

transplantation. En effet, ce laboratoire a précédemment rapporté une augmentation 

de l’IL-6 dans le sérum d’un modèle murin de LMC exprimant la protéine de fusion 

BCR/ABL (Reynaud et al., 2011). Cette surproduction est due à l’expansion des 

cellules myéloïdes (Mac1+Gr1+) sécrétrices d’IL-6. Bien que ces souris présentent 

une contraction du compartiment lymphoïde dans la MO et la rate, la transplantation 

de MPPs (définis comme étant LSK Flt3+) BCR/ABL+ à des souris receveuses 

irradiées sous-létalement démontre que ces cellules sont de façon surprenante 

capables de produire une quantité anormalement élevée de pro-B et de LB, indiquant 

que les MPPs BCR/ABL+ sont intrinsèquement biaisés vers le lignage lymphoïde au 

détriment du lignage myéloïde. Cependant, lorsque ces MPPs sont co-transplantés 

avec des CSHs BCR/ABL+ et que les souris receveuses développent la pathologie, 

les MPPs BCR/ABL+ sont reprogrammés vers le lignage myéloïde et les souris 

receveuses ne présentent plus d’expansion du compartiment LB, suggérant que le 

potentiel lymphoïde des MPPs est réprimé dans le contexte leucémique. Les auteurs 

ont ensuite observé que l’addition d’IL-6 inhibe in vitro la différenciation des MPPs 

BCR/ABL+ en LB mais augmente significativement le nombre et la taille des colonies 

myéloïdes générées par les MPPs lors de tests de clonogénicité en méthylcellulose. 
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Ces résultats suggèrent donc que l’IL-6 sécrétée par les cellules myéloïdes 

leucémiques forme une boucle paracrine qui favorise le développement de la LMC 

en induisant une reprogrammation myéloïde des MPPs leucémiques au détriment de 

leur potentiel lymphoïde intrinsèque. 

 

TNF-α 

Le Tumor necrosis factor-α (TNF-α) joue un rôle important dans l’homéostasie 

cellulaire en induisant deux types de mort cellulaire : l’apoptose et la nécroptose 

(Brenner et al., 2015). L’injection de doses croissantes de TNF-α à des souris 

sauvages induit une élimination dose-dépendante des MPP4 de la MO tandis qu’elle 

conduit à une expansion des MPP2/3, indiquant que les MPPs biaisés myéloïde sont 

résistants à l’effet cytotoxique du TNF-α contrairement aux MPPs biaisés lymphoïde 

(Yamashita & Passegué, 2019). Le traitement au TNF-α induit en réalité une 

myélopoïèse d’urgence en déplétant les progéniteurs myéloïdes et les granulocytes 

dans la MO. L’accumulation de MPP2/3 et la contraction des MPP4 résultent d’un 

biais de différenciation myéloïde des CSHs et permet une reconstitution plus rapide 

du compartiment myéloïde après normalisation des niveaux de TNF-α dès 24h post-

injection.  

 

IL-1 

L’injection chronique d’IL-1 à des souris sauvages conduit à l’expansion des MPP2 et 

MPP3 dans la MO, tandis que le nombre de MPP4 est maintenu (Pietras et al., 

2016). Cependant, les MPP4 présentent une augmentation de l’expression 

transcriptionnelle de Pu.1 semblable à celle rapportée en condition de régénération 

de l’hématopoïèse (Pietras et al., 2015), suggérant que l’injection d’IL-1 induit une 

reprogrammation myéloïde des MPP4 similaire à celle observée dans un contexte 

régénératif. De plus, les CSHs présentent des changements dans l’expression de 

Cebp et Runx1 qui rappellent là aussi les conditions régénératives qui sont 

associées à une surproduction des MPP2 et MPP3. Ces données suggèrent que 

cette cytokine joue, à l’instar de l’IL-6 et du TNF-α, un rôle prépondérant dans la 

myélopoïèse d’urgence. Par ailleurs, A. Fuchs et ses collaborateurs ont mis en 

évidence dans un modèle murin de trauma une production accrue de Granulocyte 

colony stimulating factor (G-CSF) de façon IL-1/MyD88 dépendante qui induit une 

hématopoïèse d’urgence (Fuchs et al., 2019). Cette dernière se caractérise au sein 
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du compartiment MPP par une augmentation de la fréquence des MPP2/3 qui est 

maintenue jusqu’à 21 jours après l’initiation de la blessure. L’utilisation d’Ac 

bloquants dirigés contre le G-SCF ou l’IL-1 (Anakinra) permet d’abolir ou de réduire 

l’expansion des MPP2/3, établissant ainsi un lien direct entre la sécrétion de ces 

facteurs et le biais myéloïde du compartiment MPP observés dans ce modèle. Le 

blocage de l’IL-1 grâce à l’injection d’Anakinra permet également d’inhiber le biais 

myéloïde des CSHs et l’accumulation de MPP3 observés dans la MO d’un modèle 

murin d’arthrite rhumatoïde (Hernandez et al., 2020). Enfin, comme nous l'avons vu 

précédemment, le groupe de J. DeGregori a montré que les effets d’un traitement 

chronique par l’IL-1β sur la spécification et la différenciation myéloïdes des MPP3 

sont largement médiés par le FT Cebp (Higa et al., 2020 

bioRxiv2020.03.25.008250).  

 

 

Figure 20 : Facteurs extrinsèques régulant la composition du compartiment 
MPP           v                                      ’         è   (adapté de 

Pietras et al., 2015) 

Sous l’effet de diverses cytokines pro-inflammatoires, les MPP1/ST-CSHs génèrent 
une grande quantité de MPP2 et MPP3 au détriment des MPP4. Ces derniers vont 
de plus subir une reprogrammation moléculaire qui leur permettra de participer à la 
production des cellules myéloïdes en exacerbant leur potentiel GM intrinsèque au 
détriment de leur potentiel lymphoïde. 

 

Chimiokines 

Un récent travail a suggéré le rôle d’une CK dans la régulation du compartiment 

MPP. Ccl3 (également connue sous le nom de MIP-1) est une CK inflammatoire 
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capable de se lier aux récepteurs CCR1, CCR4 et CCR5 et impliquée dans le 

recrutement et l’activation des cellules myéloïdes. Les souris Ccl3-/- présentent une 

diminution significative du nombre de progéniteurs myéloïdes dans la MO et du 

nombre de monocytes et de granulocytes dans le sang, indiquant une altération de la 

différenciation myéloïde en absence de Ccl3 (Staversky et al., 2018). De plus, ce 

travail rapporte une expansion des MPP2/3 dans la MO des souris Ccl3-/- tandis que 

le nombre de MPP4 est similaire à celui observé chez des souris sauvages. 

L’accumulation des MPP2/3 dans la MO corrélée à la diminution du nombre de 

cellules myéloïdes en périphérie suggère que Ccl3 régule la différenciation des 

MPP2/3 au sein du lignage myéloïde.  

Au sein de notre laboratoire, nous nous intéressons au rôle de l'axe formé par une 

autre CK, CXCL12, avec l’un de ses récepteurs qui appartient à la famille des RCPG, 

CXCR4, dans le développement et la différenciation hématopoïétique avec un focus 

particulier sur le compartiment MPP. 

  

 

3 L’axe CXCL12/CXCR4 

3.1 La chimiokine CXCL12 

3.1.1 Historique et généralités 

Les CKs sont de petites cytokines (8-14 kDa) qui jouent un rôle crucial dans 

l’homéostasie de l’organisme en orchestrant notamment la migration et le 

positionnement cellulaires. Elles sont en effet dotées d’un pouvoir chimioattractant, 

ce qui signifie que les CKs vont être capables d'induire une migration, dite ordonnée 

selon un gradient de concentrations, de toute cellule exprimant son ou ses 

récepteurs cible(s). En outre, les CKs peuvent réguler la survie, la prolifération et la 

différenciation cellulaires. La CK CXCL12 a été identifiée pour la première fois en 

1993 à partir de surnageants de lignées de cellules stromales médullaires et 

nommée Stromal cell Derived Factor-1 (SDF-1) (Tashiro et al., 1993). Cette CK a la 

capacité de se lier à deux récepteurs : CXCR4, sur lequel je reviendrai par la suite, et 

Atypical Chemokine Receptor 3 (ACKR3). Ce dernier a initialement été nommé 

Receptor dog DNAc (RDC1) avant d’être identifié comme second récepteur de 

CXCL12 et d’être renommé CXCR7 (Balabanian et al., 2005). Par la suite, il a été 

rapporté que ce récepteur ne semble pas capable de recruter et activer les protéines 
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G mais qu'il est dédié à la séquestration de CXCL12 et/ou à la régulation des voies 

de signalisation transduites par CXCR4 fonction du type cellulaire considéré (Levoye 

et al., 2009). Ces propriétés ont conduit les sociétés savantes du domaine à le 

considérer comme un récepteur dit « atypique », ce qui reste encore formellement à 

démontrer in vivo. ACKR3 est cependant capable d’induire une signalisation en 

réponse à CXCL12 via les -arrestines et présente une affinité pour cette CK dix fois 

supérieure à celle de CXCR4 (Balabanian et al., 2005; Décaillot et al., 2011). 

 

Les souris déficientes pour Cxcl12 ne sont pas viables et présentent au stade 

prénatal des malformations cardiaques et gastriques, des défauts de développement 

cérébral ainsi que des anomalies de la lymphopoïèse B et de la myélopoïèse 

illustrant le rôle primordial et pléiotrope exercé par cette CK dans le développement 

(Ma et al., 1998). Les formes humaine et murine de CXCL12 présentent 98% 

d’homologie, ce qui témoigne de la grande conservation de cette CK à travers les 

espèces (Murphy et al., 2000). Six isoformes de CXCL12 ont été rapportées chez 

l’Homme dont trois sont communes avec la souris : les isoformes ,  et  (Yu et al., 

2006) (Figure 21). Le profil d’expression et les propriétés biologiques de chacune 

d’entre elles sont encore aujourd’hui mal connus du fait de l’absence d’Ac 

spécifiques et de modèles murins conditionnellement délétés pour ces isoformes. 

Néanmoins, l’étude du pouvoir chimioattractant de chacune de ces isoformes a 

montré qu’elles sont toutes capables d’induire la migration de cellules exprimant 

CXCR4 in vitro. L’isoforme  est la forme exprimée majoritairement dans de 

nombreux organes chez l’Homme. Elle ne possède que 3 exons et est rapidement 

dégradée par protéolyse dans le sang. À l’inverse, l’isoforme  est moins abondante 

mais possède une meilleure résistance protéolytique conférée par la présence d’un 

4ème exon composé de 4 résidus (Janowski, 2009). L’isoforme  se caractérise quant 

à elle par une forte capacité à se lier aux glycosaminoglycanes (GAGs) grâce à la 

présence de 3 sites de liaison aux héparanes sulfates dans son domaine C-terminal 

(C-ter) (Rueda et al., 2008). La liaison des CKs aux GAGs induit la formation de 

gradients de CKs qui favorisent la migration des cellules (Rueda et al., 2012). 

L’isoforme  possède néanmoins une capacité de liaison à CXCR4 moindre que celle 

des isoformes  et  (Laguri et al., 2007). Enfin, les propriétés biologiques des trois 
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autres isoformes identifiées chez l’Homme (,  et ) sont encore mal connues (Yu et 

al., 2006). 

 

 

Figure 21 : Comparaison des séquences peptidiques entre les différentes 
isoformes de CXCL12 (d’après Döring et al., 2014) 

À ce jour, six isoformes de CXCL12 ont été décrites chez l’Homme. Ces dernières 
possèdent une séquence petptidique commune de 88 acides aminés (indiquée en 
vert) mais diffèrent par leur extrémité C-ter. Le nombre d’acides aminés qui 
composent chacune des isoformes est renseigné sur la figure. 
 

Par ailleurs, les différentes isoformes de CXCL12 ont été identifiées comme 

potentiels bio-marqueurs dans certains cancers. Ainsi, dans le cancer colorectal, 

l’expression de l’isoforme  est associée à la présence de métastases tandis que 

l’expression de l’isoforme  serait synonyme d’une progression locale de la tumeur 

(Allami et al., 2016). De plus, il a été mis en évidence une accumulation de l’isoforme 

 au sein d’un des sous-groupes de fibroblastes associés aux carcinomes dans le 

cancer de l’ovaire de haut grade (Givel et al., 2018). 

 

3.1.2                ’ x                ’    v    de CXCL12 

Le gène codant pour CXCL12 est porté par le chromosome 10 chez l’Homme et par 

le chromosome 6 chez la souris (Shirozu et al., 1995). Cette CK est produite 

constitutivement par de nombreux types cellulaires incluant des CEs, épithéliales et 

stromales dans différents organes qu'ils soient lymphoïdes ou non (Palmesino et al., 

2006; Bachelerie et al., 2014). Son expression peut être régulée par certains FT tels 

que Nuclear Factor-kappa B (NF-B), c-myb, Activator Protein-1 (AP-1), Yin Yang 1 

(YY1), HIF-1, HIF-1 ou Slug qui favorisent la transcription de CXCL12 tandis que 

d’autres, à l’instar de Poly ADP Ribose Polymerase 1 (PARP-1), la répriment (Chen 

et al., 2010; Piva et al., 2011; Marković et al., 2013). Des régulations au niveau post-

transcriptionnel par des micros acides ribonucléiques (miARNs) tels que miARN-137 
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et miARN-101 ont également été rapportées dans certains cancers (Dong et al., 

2016; Zhang et al., 2015). Enfin, des modifications épigénétiques de CXCL12 

incluant des méthylations de l’ADN ont été observées dans de nombreux cancers 

(ex: sein, poumon) et sont associées à un mauvais pronostic (Suzuki et al., 2008; 

Fridrichova et al., 2015). 

 

L’activité de CXCL12 peut être modulée par clivage protéolytique de ses extrémités 

N-terminales (N-ter) ou C-ter. À titre d’exemple, la cathepsine G est une protéase 

sécrétée par les neutrophiles et les monocytes qui clive l’extrémité N-ter de CXCL12 

une fois liée à la membrane des LT, LB et cellules NK et l'inactive (Delgado et al., 

2001). Comme évoqué précédemment, CXCL12 est capable de se lier aux GAGs 

par son extrémité C-ter (Amara et al., 1999). Cette interaction permet l’ancrage de 

CXCL12 à la membrane ou à la matrice extracellulaire, ce qui favorise sa 

présentation au récepteur, le domaine N-ter requit à cette liaison restant accessible 

(Murphy et al., 2007). Enfin, CXCR4, l’un des deux récepteurs de CXCL12, peut 

réguler la biodisponibilité de cette CK par un processus de transcytose. Par exemple, 

les CEs sont capables d’internaliser CXCL12 et de le transférer du sang vers la MO 

(Dar et al., 2005). 

 

3.2 Le récepteur CXCR4 

3.2.1 Historique et généralités 

Le gène codant le RCK CXCR4 est situé sur le chromosome 2 chez l’Homme et sur 

le chromosome 1 chez la souris (Caruz et al., 1998). CXCR4 a initialement été 

identifié en 1993 sous le nom de neuropeptide Y (NPY) Y3 (Herzog et al., 1993) 

avant d’être renommé l’année suivante LEukocyte derived Seven Transmembrane 

domain Receptor (LESTR) (Loetscher et al., 1994). Ce récepteur a ensuite été 

identifié comme un co-récepteur d’entrée du virus de l’immunodéficience humaine 

(VIH) participant à la fusion de ce dernier avec la membrane des LT CD4+ ce qui lui a 

valu d’être renommé Fusin (Feng et al., 1996). Enfin, il s’est vu attribué le nom de 

CXCR4 suite à la découverte de sa capacité à lier CXCL12 (Oberlin et al., 1996). 

CXCR4 est par ailleurs capable de fixer des ligands non chimiokiniques tels que le 

Macrophage migration Inhibitory Factor (MIF) et l’ubiquitine (Bernhagen et al., 2007; 

Saini et al., 2010).  
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Les souris déficientes pour Cxcr4 ne sont pas viables et présentent au stade pré-

natal une hématopoïèse défectueuse ainsi que des anomalies du développement 

cérébral et cardio-vasculaire (Ma et al., 1998). CXCR4 est très conservé entre les 

espèces, les formes humaine et murine présentant par exemple 94% d’homologie 

(Murphy et al., 2000). Sa distribution est ubiquitaire et il est aussi bien exprimé par 

des cellules hématopoïétiques que non hématopoïétiques. CXCR4 est un RCK dit 

« classique », c’est-à-dire qu’il est capable d’induire une signalisation dépendante 

des protéines G. Sa structure en trois dimensions a été résolue par cristallographie 

en 2010 (Wu et al., 2010). Ce récepteur comporte un domaine N-ter extracellulaire, 

sept hélices transmembranaires et un domaine C-ter intracellulaire (Feng et al., 

1996). Le motif DRYLAIV retrouvé dans la 2ème boucle intracellulaire (BIC) de 

CXCR4 permet le recrutement des protéines G tandis que la 3ème BIC et le domaine 

C-ter sont nécessaires au recrutement des -arrestines (Figure 22). 

  

 

Figure 22 : Structure du RCK CXCR4 (d’après Biajoux et al., 2010; Pawig et al., 
2015) 

Gauche : structure en trois dimensions de CXCR4 obtenue par cristallographie. La 
structure de CXCR4 se compose d’une extrémité N-terminale (N-ter), de sept 
domaines transmembranaires (numérotés en rouge), de trois boucles extracellulaires 
(BECs), de trois boucles intracellulaires (BICs) et d’une extrémité C-terminale (C-ter). 
Droite : les sites de liaison à CXCL12 sont encadrés en violet, le site de couplage 
aux protéines G est indiqué en orange, le site de fixation des β-arrestines en bleu et 
les sites phosphorylés par les G-protein coupled-Receptor Kinases (GRK) en rouge.  
 

La liaison de CXCR4 avec CXCL12 se fait en deux étapes (Crump et al., 1997). La 

première étape implique la liaison des acides aminés 12 à 17 de CXCL12 contenant 

le motif RFFESH avec l’extrémité N-ter de CXCR4 (Figure 23B). Cette interaction 
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n’est pas suffisante pour induire une signalisation mais permet l’accès de CXCL12 à 

d’autres sites sur le récepteur. L’activation de CXCR4 a lieu suite à l’interaction de 

l’extrémité N-ter de CXCL12 avec les 2ème et 3ème boucles extracellulaires (BECs) de 

CXCR4 ainsi qu’avec ses domaines transmembranaires II et VI (Brelot et al., 2000; 

Crump et al., 1997; Qin et al., 2015) (Figure 23C). Ces interfaces vont alors conduire 

à un changement de conformation du récepteur permettant l’activation des voies de 

signalisation dépendantes et indépendantes des protéines G.  

 

 

Figure 23 : Représentation                    x            ’    raction entre 
CXCL12 et CXCR4 (d’après Smith et al., 2014) 

(A) CXCR4 possède une extrémité N-ter flexible extracellulaire. (B) Durant la 
première étape de fixation, CXCL12 se lie au domaine N-ter de CXCR4. (C) Durant 
la seconde étape de fixation, l’extrémité N-ter de CXCL12 interagit avec les BECs de 
CXCR4 ainsi qu’avec ses domaines transmembranaires II et VI.  
 

3.2.2 S                 ’ x     L12/      

Après interaction avec son ligand, CXCR4 est capable d’induire une signalisation 

dépendante des protéines G. Cette signalisation typique des RCPG conduit à 

l’activation de nombreux messagers secondaires qui eux-mêmes ont pour rôle 

d’activer différents effecteurs. Ainsi, des cascades de signalisation diverses vont 

mener à l’amplification du signal engendré par l’interaction CXCL12/CXCR4. De plus, 

CXCR4 est également capable de promouvoir une signalisation indépendante des 

protéines G via les β-arrestines ce qui complexifie les tentatives de représentation 

des voies de signalisation induites par l’activation de CXCR4. Néanmoins, et comme 

nous le verrons au cours de ce chapitre, plusieurs carrefours de signalisation 

semblent incontournables. 

 

Signalisation dépendante des protéines G 
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Suite à l’interaction avec CXCL12, CXCR4 est capable d’induire une signalisation via 

les protéines G. Ces dernières sont constituées de trois sous-unités : ,  et . 

Lorsque CXCR4 est dans un état inactif, la sous-unité  est liée au guanosine 

diphosphate (GDP) ainsi qu’aux sous-unités  et  (O’Hayre et al., 2008) (Figure 

24A). Ces trois sous-unités sont alors découplées du récepteur. La liaison de 

CXCL12 à CXCR4 va induire une stabilisation du récepteur dans une conformation 

permettant l’activation des protéines G au niveau du motif DRYLAIV de la 2ème BIC 

(Schwartz et al., 2006). Le récepteur est alors dans un état dit intermédiaire durant 

lequel la sous-unité Gα interagit à la fois avec la 2ème BIC de CXCR4 et le complexe 

Gβ/γ (Figure 24B). Le passage de CXCR4 à un état actif fait suite à la dissociation de 

la molécule de GDP de la sous-unité G et à son remplacement par une molécule de 

GTP. Le complexe G-GTP va alors se dissocier du complexe G/. Ces deux 

complexes vont ensuite induire différentes voies de signalisation (Figure 24C). 

CXCR4 retrouvera un état inactif suite à une étape de désensibilisation qui permet 

d’empêcher une activation chronique du récepteur. Comme nous le verrons dans la 

suite de ce manuscrit, une altération du processus de désensibilisation de CXCR4 

peut être à l’origine de certaines pathologies. 

 

Figure 24 : M  è    ’    v                    v     G-dépendantes par un 
RCPG (d’après O’Hayre et al., 2008) 

Après la liaison avec son ligand, le RCK passe d’un état inactif à un état 
intermédiaire permettant l’interaction avec la protéine G. Le RCK atteint ensuite un 
état activé qui entraine l’induction des voies de signalisation. GDP : Guanosine 
diphosphate ; GTP : Guanosine triphosphate ; GRK : G-protein coupled receptor 
kinase ; P : phosphorylation. 
 

CXCR4 est capable d’activer différentes sous-unités α telles que Gαi et Gαq (Shi et al., 

2007; Ngai et al., 2009). La sous-unité Gi, qui inhibe l’adénylate cyclase, active 
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notamment la PI3-K, AKT ainsi que Ras et Rac, qui régulent la migration, la 

prolifération et la survie cellulaires. La sous unité Gαq ainsi que le complexe G/ 

permettent quant à eux l’activation de la phospholipase C (PLC) ce qui conduit au 

relargage de Ca2+ et stimule la voie Mitogen Activated Protein Kinase (MAPK) 

impliquée notamment dans la migration cellulaire.  

 

Signalisation indépendante des protéines G 

CXCR4 est également capable d’induire une signalisation indépendante des 

protéines G via les -arrestines qui interagissent avec des sites de CXCR4 différents 

de ceux mobilisés lors de la signalisation G-dépendante (Cheng et al., 2000; Sun et 

al., 2002). En effet, ces protéines se fixent au motif SHSK contenu dans la 3ème BIC 

de CXCR4. Les -arrestines induisent l’activation des voies Extracellular signal-

regulated kinases (ERK1/2) et p38 impliquées dans l’apoptose, la différenciation, la 

survie et la migration cellulaires (Lagane et al., 2008). 

 

3.2.3                ’    v       CXCR4 

Désensibilisation 

Après activation de CXCR4 par CXCL12, un système de rétrocontrôle négatif est mis 

en place afin d’empêcher l’activation chronique du récepteur. Ce processus est initié 

par les G-protein coupled-Receptor Kinases (GRK) qui phosphorylent les résidus 

sérines et thréonines (Ser/Thr) présents dans le domaine C-ter de CXCR4. Les -

arrestines vont ensuite être recrutées au niveau de ces sites phosphorylés et 

empêcher stériquement le couplage de CXCR4 avec une nouvelle protéine G. Ce 

processus est appelé désensibilisation homologue du récepteur (Busillo et al., 

2010; Mueller et al., 2013) et se distingue de la désensibilisation hétérologue. Cette 

dernière conduit également à la phosphorylation du domaine C-ter de CXCR4 mais 

après activation d’un autre récepteur. À titre d’exemple, il a été rapporté que 

l’activation du T-cell receptor (TCR) entraine une désensibilisation hétérologue de 

CXCR4 conduisant à son endocytose (Schneider et al., 2009). 

 

Internalisation, dégradation et recyclage 

Suite à l’étape de désensibilisation, les -arrestines vont catalyser l’internalisation du 

complexe CXCL12/CXCR4 dans des puits recouverts de clathrine conduisant à la 
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formation d’endosomes précoces (Moore et al., 2007). Le récepteur pourra ensuite 

être dégradé ou recyclé à la membrane. La dégradation de CXCR4 requiert son 

ubiquitinylation, catalysée par exemple par des E3 ubiquitine ligases, ce qui permet 

son adressage aux lysosomes dans lesquels il sera dégradé (Marchese & Benovic, 

2001). Le recyclage de CXCR4 fait quant à lui intervenir des endosomes de 

recyclage Rab11+ (Kumar et al., 2011) (Figure 25).  

 

Figure 25 : Signalisation                   ’    v             (d’après Biajoux et 
al., 2010) 

Suite à la liaison de CXCL12, CXCR4 induit différentes voies de signalisation avant 
que son activité ne soit inhibée par un processus de désensibilisation homologue. Le 
récepteur sera ensuite internalisé puis dégradé ou recyclé à la membrane. AKT : 

protéine kinase B ; -arr : -arrestines ; PLC : phospholipase C ; PI3-K : 
phosphoinositide 3-kinase ; ERK : extracellular signal-regulated kinases ; P : 
phosphorylation ; Ub : ubiquitine.    
 
Hétéro-oligomérisation de CXCR4 

CXCR4 est capable de former in vitro des hétérodimères avec ACKR3 en condition 

de surexpression dans différentes lignées cellulaires humaines (Levoye et al., 2009). 

Cette dimérisation régule l’activité de CXCR4 en permettant sa stabilisation à la 

surface membranaire ou en induisant, à l’inverse, son internalisation. De plus, les 

hétérodimères présentent un biais pour la signalisation indépendante des protéines 

G (Décaillot et al., 2011). Il convient cependant de mentionner que ces différentes 

études ont été réalisées à partir de modèles in vitro et en condition de surexpression. 
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Elles nécessitent désormais d’être reproduites in vivo afin de valider la pertinence de 

ces hétérodimères et d’évaluer leur impact physiologique. 

 

Antagonistes 

L’AMD3100 ou plerixafor est un composé synthétique non-peptidique de type 

bicyclam (poids moléculaire 502,8 g/mol) qui fixe spécifiquement CXCR4 et empêche 

de manière compétitive la liaison de CXCL12. Cet antagoniste orthostérique de 

CXCR4 a été approuvé depuis 2008 par la Food and Drug Administration (FDA) pour 

une utilisation en clinique. Il est en effet utilisé en combinaison avec le G-CSF pour la 

mobilisation des CSHs afin de réaliser des greffes autologues chez des patients 

souffrant de myélomes multiples ou de lymphomes non-Hodgkiniens et recevant un 

traitement cytoréducteur (Maziarz et al., 2013; Dipersio et al., 2009). Il est 

commercialisé sous le nom de Mozobil. Par ailleurs, d’autres antagonistes de l’axe 

CXCL12/CXCR4 font actuellement l’objet d’essais cliniques ou sont étudiés dans 

différents contextes. Certains d’entre eux sont listés ci-dessous à titre d’exemples : 

- Le peptide T140 (TN14003) est composé de 14 acides aminés et interagit avec les 

2ème et 3ème BECs de CXCR4 ainsi que son domaine transmembranaire IV (Trent et 

al., 2003). Cet antagoniste de CXCR4 permet d’inhiber in vitro la migration de 

cellules du cancer du sein et de rendre les cellules tumorales du cancer pulmonaire 

sensibles aux traitements cytotoxiques (Burger et al., 2011; Tamamura et al., 2003). 

- EPI-X4 est un ligand endogène de CXCR4 qui correspond à un fragment de 

l’albumine humaine de 16 résidus (Zirafi et al., 2015). Il se lie à la 2ème BEC de 

CXCR4 et est capable d’inhiber la migration des cellules tumorales induite par 

CXCL12. 

- L’Ac monoclonal hz515H7 est capable de rentrer en compétition avec CXCL12 pour 

la liaison avec CXCR4 et d’induire un changement conformationnel du récepteur 

(Broussas et al., 2016). Cet Ac empêche l’activation des protéines G associées au 

récepteur et le recrutement de la β-arrestine2. Suite à sa liaison avec CXCR4, cet Ac 

inhibe la migration et la prolifération des cellules tumorales. Il est également capable 

d’induire la mort de ces dernières grâce à son fragment constant.  

- Une étude a récemment rapporté que l’utilisation de nanobodies dirigés contre 

CXCR4 permet d’inhiber l’activation des protéines G et le flux calcique induit par 

CXCL12 dans des lignées cellulaires transduites avec une forme mutée de CXCR4 

identifiée chez certains patients atteints du SW (de Wit et al., 2017). 
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3.3 F             ’ x     L12/            ’         è   

Au cours de ces dernières années, il est apparu que l’axe CXCL12/CXCR4 exerce 

un rôle primordial dans l’hématopoïèse de par ses fonctions dans la domiciliation, la 

rétention, la prolifération et l’auto-renouvellement des CSPHs. 

 

Domiciliation 

En 1999, le groupe de T. Lapidot a étudié le rôle de l’axe CXCL12/CXCR4 dans la 

domiciliation des CSPHs humains dans des modèles de xénogreffes. Le pré-

traitement de CSPHs CD34+ issus du sang de cordon avec un Ac monoclonal anti-

CXCR4 altère la capacité de ces cellules à se domicilier dans la MO et à reconstituer 

l’hématopoïèse dans des souris NOD/Scid (Peled et al., 1999). À l’inverse, ce même 

groupe a rapporté quelques années plus tard que la surexpression du gène codant 

CXCR4 dans les cellules CD34+ exacerbe le potentiel migratoire de ces cellules et 

facilite la prise de greffe dans les souris NOD/Scid (Kahn et al., 2004). Le rôle de 

l’axe CXCL12/CXCR4 dans la domiciliation est néanmoins sujet à controverse. En 

effet, le groupe de PM. Murphy a réalisé des greffes en compétition de MO de souris 

homozygotes, hémizygotes ou porteuses d’une mutation gain de fonction de Cxcr4 

dans des souris receveuses irradiées (McDermott et al., 2015). Leurs résultats 

mettent en évidence une capacité de reconstitution de l’hématopoïèse supérieure 

des CSHs hémizygotes en comparaison aux CSHs homozygotes et, a fortiori, aux 

CSHs portant la mutation gain de fonction de Cxcr4. Ces résultats indiquent donc 

qu’une haploinsuffisance pour Cxcr4 confère un avantage pour la reconstitution 

hématopoïétique, remettant en cause un rôle de ce RCK dans la domiciliation des 

CSPHs. Il convient cependant de mentionner que les CSHs hémizygotes pour Cxcr4 

présentent une prolifération accrue en comparaison aux CSHs homozygotes. Ce 

statut hyperprolifératif pourrait masquer un éventuel défaut de domiciliation des 

CSHs hémizygotes et être à l’origine de leur meilleure capacité de reconstitution de 

l’hématopoïèse. 

 

Rétention 

Le groupe de PS. Frenette a rapporté que l’expression transcriptionnelle et protéique 

de Cxcl12 est régulée par le cycle circadien. Le pic de concentration médullaire de 

Cxcl12 (5 heures après la tombée de la nuit) est associé avec un faible nombre de 
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CSPHs circulants. À l’inverse, la plus faible concentration médullaire de Cxcl12 

(après 5 heures d’éclairement) coïncide avec une circulation plus importante des 

CSPHs, suggérant un rôle de cette CK dans la rétention des CSPHs au sein de la 

MO (Méndez-Ferrer et al., 2008). Par ailleurs, comme nous l’avons vu 

précédemment, le plerixafor, un antagoniste de Cxcr4, permet la mobilisation des 

CSHs dans la circulation sanguine. Ces quelques exemples illustrent l’importance de 

la liaison CXCL12/CXCR4 dans la rétention des CSPHs. 

 

Quiescence, prolifération et auto-renouvellement 

L’axe Cxcl12/Cxcr4 joue également un rôle dans la balance quiescence/cycle des 

CSHs. En effet, les CSHs de souris déficientes pour Cxcr4 sont plus prolifératives 

que les CSHs sauvages (Nie et al., 2008). Par ailleurs, les LSK de ces souris 

présentent une expression transcriptionnelle accrue de la cycline D1, une protéine 

impliquée dans la progression au sein du cycle cellulaire. J. Tsai et ses 

collaborateurs ont rapporté un impact de la délétion de Nuclear factor like 2 (Nrf2), 

un régulateur positif de la transcription de Cxcr4, sur la quiescence et l’auto-

renouvellement des CSHs (Tsai et al., 2013). Par des expériences 

d’immunoprécipitation de la chromatine, ce groupe a tout d’abord déterminé que Nrf2 

est capable d’intéragir physiquement avec le promoteur de Cxcr4. Les souris 

déficientes pour Nrf2 présentent une accumulation de CSHs dans la MO due à un 

statut hyperprolifératif de ces cellules illustré notamment par une augmentation de 

l’expression transcriptionnelle de la cycline D1. Cela est associé avec une diminution 

de l’expression membranaire de Cxcr4 au sein des CSHs. Par ailleurs, des 

expériences de reconstitution de l’hématopoïèse en série ont mis en évidence un 

défaut d’auto-renouvellement des CSHs déficientes pour Nrf2. Dans leur ensemble, 

ces données rapportent ainsi un rôle de Nrf2 et Cxcr4 dans la balance 

quiescence/cycle et l’auto-renouvellement des CSHs. 

 

 

3.4          ’ x     L12/   R4 dans le métabolisme des cellules 
hématopoïétiques 

A ce jour, plusieurs études rapportent une connexion entre l’axe CXCL12/CXCR4 et 

la voie de signalisation mTOR. Suite à l’activation de CXCR4 par CXCL12, les 

protéines G vont activer la voie PI3-K à laquelle appartient mTOR (Figure 26). Ainsi, 
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en 2008, I. Hashimoto et ses collaborateurs ont montré que CXCL12 induisait la 

phosphorylation de S6K1 et 4EBP1, deux composants de la voie mTOR, dans des 

cellules humaines de cancer gastrique disséminé NUGC4 (Hashimoto et al., 2008).  

 

 

Figure 26 :                                ’ x                   
CXCL12/CXCR4/mTOR (d’après Scala, 2015) 

Suite à la liaison de CXCL12 à CXCR4, les protéines G couplées à CXCR4 vont 
activer la voie PI3-K. Comme décrit dans la partie 2.1.2 du manuscrit, mTOR fait 
partie de cette voie de signalisation et peut donc être stimulé suite à l’activation de 
CXCR4.  
 

Certains travaux rapportent que la voie mTOR est requise à la migration induite par 

CXCL12. En effet, l’inhibition du complexe mTOR par la rapamycine abolit la 

migration de cellules tumorales humaines HeLa et des LT humains en réponse à 

CXCL12 in vitro et in vivo (Dillenburg-Pilla et al., 2015; Munk et al., 2011). Par 

ailleurs, de récents travaux ont montré que CXCL12 induit la migration des 

plasmablastes (PBs) humains en stimulant l’activité de la PDH, une enzyme 

responsable de l’entrée du glucose dans le cycle de Krebs (Pak et al., 2018). 

D’autres groupes ont rapporté que la sécrétion de CXCL12 par les cellules stromales 

régule le métabolisme des cellules hématopoïétiques via mTOR. En effet, M. Braun 

et ses collaborateurs ont montré que la mise en contact de la lignée de cellules 

stromales HS-5 avec une lignée cellulaire de LAM conduit à une activation de la voie 
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mTOR au sein de ces dernières ainsi qu’à une exacerbation de leur capacité 

glycolytique (Braun et al., 2016). De plus, le traitement des cellules de LAM par une 

forme recombinante de CXCL12 promeut in vitro la voie de signalisation mTOR. De 

façon intéressante, l’extinction de l’expression de CXCL12 dans les cellules 

stromales ou le traitement des co-cultures avec de l’AMD3100 permet de réprimer la 

voie mTOR et la glycolyse dans les cellules de LAM. Ces résultats suggèrent ainsi 

que CXCL12, produit par le stroma médullaire, promeut la glycolyse dans les cellules 

de LAM en induisant la voie de signalisation mTOR. Récemment, le groupe de F. 

Louache a rapporté que l’axe Cxcl12/Cxcr4 permettait également de préserver les 

fonctions des CSHs en limitant le stress oxydatif et génotoxique (Zhang et al., 2016). 

Ce groupe a greffé des CSHs Cxcr4-/- issues du foie fœtal à des souris receveuses 

irradiées et observé une perte progressive des LT-CSHs au cours du temps post-

transplantation. De façon intéressante, cette contraction du compartiment CSH était 

associée à une élévation des niveaux de ROS au sein de ces cellules. Ce groupe a 

également montré que l’injection d’un antagoniste de Cxcr4 (TN140) à des souris 

sauvages induit une élévation des niveaux de ROS au sein des CSPHs suggérant 

que l’axe Cxcl12/Cxcr4 régule négativement le stress oxydatif au sein de ces 

cellules. Par ailleurs, l’administration de N-acetylcystéine (NAC), un agent 

antioxydant, in vivo aux souris greffées avec les CSHs Cxcr4-/- permet le 

repeuplement du système hématopoïétique chez ces souris, suggérant que 

l’augmentation de niveaux de ROS au sein des CSHs Cxcr4-/- est à l’origine de la 

réduction de leur capacité de reconstitution.   

 

A ce jour, aucune étude ne rapporte l’impact des changements métaboliques induits 

par l’axe de signalisation CXCL12/CXCR4 sur l’expression des gènes régissant 

l’engagement lymphoïde versus myéloïde des MPPs. De plus, l’ensemble des 

travaux mentionnés ci-dessus a été généré exclusivement à partir de modèles perte 

de fonction de CXCR4 ou de CXCL12. En revanche, l’impact d’un gain de fonction 

de CXCR4 sur l’engagement lympho-myéloïde et le métabolisme des CSPHs n’a 

jamais été rapporté. 
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3.5                              ’   gain de fonction de CXCR4 

3.5.1 Description clinique et biologique du Syndrome WHIM 

Le SW est un déficit immuno-hématologique rare à transmission autosomique 

dominante. L’incidence de la maladie est estimée à 1 naissance sur 4,3 millions et 

moins de 100 cas ont été rapportés à ce jour dans la littérature (Beaussant Cohen et 

al., 2012; Heusinkveld et al., 2019). L’acronyme WHIM fait référence aux principaux 

symptômes observés chez les patients : Warts, Hypogammaglobulinemia, Infections 

et Myelokathexis (Wetzler et al., 1990). Ces derniers présentent de nombreuses 

verrues cutanées sur différentes parties du corps (Hagan & Nguyen, 2007). 

L’apparition de ces verrues résulte d’une susceptibilité accrue des patients aux 

infections par les papillomavirus humains (HPV). En outre, les patients ont un risque 

plus élevé de développer des carcinomes vulvaires et basocellulaires induits par 

HPV (Beaussant Cohen et al., 2012). L’hypogammaglobulinémie est majoritairement 

de type IgG et constitue la caractéristique clinique la plus variable entre les patients 

(Mc Guire et al., 2010; Tassone et al., 2010). À l’inverse, la myelokathexis est le 

signe pathognomonique du SW et correspond à la détection anormale de 

neutrophiles au profil apoptotique dans la MO associée à une neutropénie 

périphérique (Zuelzer et al., 1964). Les patients sont également sujets à des 

infections du tractus oto-rhino-laryngé récurrentes ainsi qu’à des infections de la 

peau causées par des bactéries telles que Staphylococcus aureus, Streptococcus 

sp. et Pseudomonas sp. (McDermott & Murphy, 2019). Par ailleurs, une étude a 

rapporté que 3 patients atteints du SW avaient été diagnostiqués pour une tétralogie 

de Fallot, forme la plus répandue de cardiopathie congénitale (Badolato et al., 2012). 

L’incidence de cette pathologie est ainsi plus élevée chez les patients atteints du SW 

qu’au sein de la population générale. Enfin, Galli et ses collaborateurs ont mis en 

évidence des malformations cérébelleuses et des anomalies neuropsychiatriques 

chez 6 patients (Galli et al., 2019). Il convient cependant de mentionner que ces 

observations ont été réalisées sur un faible nombre de patients et nécessiteraient 

désormais d’être confirmées sur de plus larges cohortes d’individus.  

 

Outre la neutropénie, les patients présentent également une sévère lymphopénie 

circulante et chronique qui affecte notamment les LB mémoires et les LT naïfs 

(Gulino et al., 2004). De plus, il a été rapporté une diminution des DC, des NK et des 

monocytes dans le sang de certains patients (Dotta et al., 2011; Tassone et al., 
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2010). Par ailleurs, les patients présentent une capacité altérée à produire une 

réponse humorale suite à une vaccination ou une infection (Handisurya et al., 2010; 

Mc Guire et al., 2010). En réalité, les patients semblent capables de produire une 

réponse immunitaire spécifique de l’antigène mais cette dernière n’est pas 

maintenue dans le temps.  

 

3.5.2 Étiologie du Syndrome WHIM 

La majorité des patients atteints du SW présente des mutations hétérozygotes 

dominantes dans le gène codant CXCR4 (Alapi et al., 2007; Balabanian et al., 2005; 

Gulino et al., 2004; Hernandez et al., 2003; Siedlar et al., 2008). À ce jour, neuf 

mutations dans ce gène ont été décrites chez les patients (Figure 27) (McDermott & 

Murphy, 2019). Toutes ces mutations ciblent la région de la phase de lecture ouverte 

(ORF; Open Reading Frame) qui code le domaine C-ter du récepteur (Liu et al., 

2016). La majorité d’entre elles, dont la mutation R334X qui est la plus fréquemment 

observée chez les patients, sont des mutations ponctuelles non-sens qui vont 

conduire à l’apparition d’un codon STOP prématuré. Ces mutations aboutissent alors 

à la production d’une protéine tronquée de ses 10 à 19 derniers acides aminés dans 

sa partie C-ter qui, comme nous l’avons vu précédemment, est riche en résidus 

Ser/Thr phosphorylables (partie 3.2.3). À titre d’exemple, la substitution S338X 

(C1013G), que j’ai étudiée au cours de ma thèse, conduit à l’expression d’un 

récepteur CXCR4 tronqué de ses 15 derniers acides aminés, dont 10 résidus 

Ser/Thr, dans sa partie C-ter. Par ailleurs, cette substitution est la mutation dans 

Cxcr4 la plus fréquemment observée chez les patients atteints de la maladie de 

Waldenström (7%), un lymphome lymphoplasmocytaire causé par des mutations 

dans le gène codant Myd88 (Poulain et al., 2016). Environ 30% des patients atteints 

de la maladie de Waldenström possèdent également des mutations dans Cxcr4. 

Dans le SW, des mutations de type insertion ou délétion ont également été 

rapportées comme la mutation faux-sens E343K qui induit un changement de 

polarité du domaine C-ter de CXCR4 (Liu et al., 2012). Par ailleurs, moins de 2% des 

patients ne présentent pas de mutations dans le gène codant pour CXCR4 

(McDermott & Murphy, 2019).  
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Figure 27 : Liste des mutations dans CXCR4 identifiées chez les patients 
atteints du SW (d’après McDermott & Murphy, 2019) 

La structure cristallographique de CXCR4 est représentée à gauche. Les astérisques 
rouges désignent la localisation des différentes mutations identifiées chez les 
patients. Les modifications dans la séquence du domaine C-ter de CXCR4 
engendrées par les différentes mutations sont indiquées dans le tableau de droite. À 
titre d’exemple, la mutation S338X conduit à la délétion de 15 acides aminés dont 10 
résidus Ser/Thr. Le cercle représente la seule mutation faux-sens identifiée à ce jour. 
Les séquences mutantes causées par un décalage du cadre de lecture sont 
soulignées.  
 

 

3.5.3 Mécanismes physiopathologiques du Syndrome WHIM 

Des anomalies des voies de signalisation transduites par CXCR4 ont été rapportées 

chez tous les patients atteints du SW, y compris chez ceux ne présentant pas de 

mutations dans le gène codant pour cette protéine. 

Comme décrit précédemment, la majorité des mutations identifiées conduisent à 

l’expression d’un récepteur tronqué dans sa partie C-ter. Cette région de la protéine 

est riche en résidus Ser/Thr qui sont phosphorylés par les GRK afin de permettre le 

recrutement des -arrestines lors de l’étape de désensibilisation de CXCR4 (Figure 

28A). Ces mutations vont ainsi engendrer un défaut de désensibilisation du 

récepteur en réponse à CXCL12 conduisant à un gain de fonction de CXCR4 

(Balabanian et al., 2005; Kawai et al., 2005) (Figure 28B). Ce dernier se traduit au 

sein des leucocytes de patients par une augmentation du flux calcique et de la 

phosphorylation d’ERK et d’AKT en réponse à CXCL12 ce qui témoigne d’une 

exacerbation de la signalisation dépendante des protéines G (Balabanian et al., 

2005; Gulino et al., 2004). Par ailleurs, la signalisation indépendante des protéines G 

est également augmentée dans le contexte du gain de fonction. En effet, les -

arrestines sont toujours capables de se lier à la 3ème BIC du récepteur tronqué et 
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vont induire une signalisation accrue des protéines ERK1/2 qui va contribuer à la 

réponse migratoire exacerbée induite par CXCL12 (Lagane et al., 2008). 

De façon intéressante, les mêmes anomalies de désensibilisation et d’internalisation 

sont également observées chez les patients ne présentant pas de mutation dans le 

gène codant CXCR4. Chez ces patients, les partenaires intracellulaires du récepteur 

sont possiblement en cause. En effet, une dérégulation de l'expression et/ou de 

l’activité de la protéine GRK3 a ainsi été mise en évidence chez deux patients 

atteints du SW (Balabanian et al., 2008). De façon intéressante, un modèle murin 

déficient pour le gène codant la Grk3 présente certaines anomalies identifiées dans 

le SW incluant un défaut d’internalisation de Cxcr4, une phosphorylation exacerbée 

d’ERK1/2 et une migration accrue des leucocytes médullaires en réponse à Cxcl12 

(Tarrant et al., 2013) (Figure 28C). Néanmoins, ces souris ne phénocopient pas la 

lympho-neutropénie circulante suggérant que la déficience en Grk3 à elle seule ne 

suffit pas à reproduire l’entièreté des phénotypes caractéristiques du SW. 

 

Figure 28 : Représentation schématique des modifications de la signalisation 
de CXCR4 identifiées chez les patients atteints du SW (d’après Bachelerie et al., 

2010) 

En conditions physiologiques, l’activation de CXCR4 par CXCL12 engendre une 
signalisation G-dépendante. Cette dernière est régulée par la désensibilisation 
médiée par les GRK (A). La perte du domaine C-ter de CXCR4 (B) ou un défaut en 
GRK3 (C) empêche la mise en place du processus de désensibilisation homologue 
ce qui conduit à une exacerbation des voies de signalisation G-dépendantes et G-
indépendantes dans le SW. 
 

3.5.4 Le modèle murin Cxcr4+/1013 

Comme nous l’avons vu précédemment, tous les patients atteints du SW, qu’ils 

soient porteurs ou non d’une mutation dans le gène codant CXCR4, présentent un 

gain de fonction de CXCR4 en réponse à CXCL12. À la vue du rôle majeur de l’axe 

CXCL12/CXCR4 dans l’hématopoïèse, il est tentant d’émettre l’hypothèse que la 

lymphopénie observée chez ces patients implique une anomalie du compartiment 
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CSPH dans la MO. Afin de tester cette hypothèse, notre équipe a généré, par 

recombinaison homologue du gène modifié par mutagénèse dirigée, un modèle 

murin hétérozygote (Cxcr4+/1013) pour l’une des mutations ponctuelles identifiées 

chez les patients : la substitution S338X (C1013G) (Balabanian et al., 2012). À 

l’instar des patients, les lymphocytes des souris Cxcr4+/1013 présentent un défaut 

d’internalisation de Cxcr4 et une migration exacerbée en réponse à Cxcl12 qui est 

normalisée par traitement à l’AMD3100. Ce modèle murin phénocopie également la 

lympho-neutropénie circulante observée chez les patients caractérisée notamment 

par une diminution des nombres de LT, LB et neutrophiles dans le sang. L’injection 

intra-péritonéale d’une dose unique d’AMD1300 ou de chalcone-4, une molécule qui 

se lie à Cxcl12 et empêche son interaction avec Cxcr4, permet 3 heures après 

l’injection de normaliser la panleucopénie des souris Cxcr4+/1013. Les souris 

Cxcr4+/1013 présentent par ailleurs une accumulation de NK dans la MO tandis que le 

nombre de ces cellules est fortement diminué dans le sang, suggérant un défaut de 

sortie des NK de la MO vers le sang (Mayol et al., 2011). L’analyse de la MO de ces 

souris révèle également une diminution des nombres de progéniteurs B (pro/pré-B), 

suggérant un défaut de lympho-hématopoïèse (Balabanian et al., 2012).  

 

3.5.5 Traitements 

A ce jour, les traitements du SW sont prophylactiques et visent principalement à 

réduire les infections. 

 

Immunoglobulines 

Les patients peuvent être traités par administration exogène d’Ig afin d’augmenter 

leur taux d’IgG en vue de prévenir les infections (McDermott et al., 2014). Bien que 

ces produits soient relativement sûrs, leur administration est contraignante car elle 

nécessite des injections répétées et prolongées par voie intraveineuse.  

 

G-CSF 

Le G-CSF est utilisé chez les patients afin de corriger leur neutropénie. En effet, 

l’injection de G-CSF permet de mobiliser les neutrophiles de la MO vers le sang. Son 

utilisation est néanmoins limitée par sa courte demi-vie (< à 24h) et par son 

administration par voie sous-cutanée. En outre, son administration engendre des 
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douleurs osseuses particulièrement sévères et invalidantes chez les patients atteints 

du SW (McDermott et al., 2014). 

 

Antagonistes de CXCR4 

L’efficacité et l’innocuité d’un antagoniste de CXCR4, l’AMD3100 (ou plerixafor), ont 

été évaluées lors de différents essais cliniques. Deux premières études de phase 1 

reposaient sur l’injection par voie sous-cutanée de cette molécule 1 fois par jour sur 

une durée d’une à deux semaines (Dale et al., 2011; McDermott et al., 2011). Ces 

essais, réalisés sur 3 (NCT00967785) à 6 (NCT01058993) patients à partir de 

différentes doses, ont permis de faire augmenter les taux de leucocytes, de 

monocytes et de neutrophiles dans la circulation sanguine. Une autre étude de 

phase 1 a ensuite été réalisée et consistait en l’injection de très faibles doses 

d’AMD3100, 4 à 8% de la dose approuvée par la FDA pour la mobilisation des 

CSHs, deux fois par jour durant 6 mois (McDermott et al., 2014). Suite à ce 

traitement, les patients présentaient une augmentation durable des taux de 

leucocytes sanguins et étaient moins sujets aux infections. De plus, l’application 

d’imiquimod en parallèle à l’injection d’AMD3100 permettait de réduire l’apparition 

des verrues. Le traitement semble bien toléré par les patients et les études à long 

terme ne montrent pas de perte de l’efficacité de la mobilisation induite par le 

plerixafor après 5 ans d’utilisation (McDermott et al., 2014). Récemment, une étude 

de phase 3 avec l’AMD3100 a été menée par DH. McDermott et ses collaborateurs 

(NCT02231879) (McDermott et al., 2019). Lors de cet essai, 3 patients ont été traités 

avec de faibles doses d’AMD3100 pendant 19 à 52 mois. Les résultats de cette 

étude rapportent une amélioration de la panleucopénie, de l’anémie et de la 

thrombocytopénie ainsi qu’une diminution de la fréquence d’infections.  

Enfin, une autre étude de phase 3 a été récemment initiée sur des patients atteints 

du SW qui seront cette fois-ci traités avec du Mavorixafor (X4P-001). Cette molécule 

est un antagoniste allostérique de CXCR4 qui se lie à une portion du récepteur 

différente de CXCL12. Cette liaison va induire un changement conformationnel du 

récepteur qui diminue la capacité de liaison de CXCL12 entrainant ainsi une 

diminution de la signalisation de CXCR4. Le Mavorixafor présente l’avantage de 

pouvoir être administré aux patients par voie orale contrairement à l’AMD3100. Cet 

essai de phase 3 prévoit l’administration quotidienne d’une dose unique de 400 mg 

de Mavorixafor durant 52 semaines (NCT03995108). Lors d’un essai de phase 2 
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mené sur 8 patients, ce protocole a permis d’augmenter les taux de neutrophiles et 

de lymphocytes circulants et de réduire le développement d’infections et de verrues. 

Les résultats de l’essai de phase 3, qui sera mené sur 28 patients, sont attendus en 

2022. 

 

3.5.6 P   v    ’             atopoïétique dans le SW 

À ce jour, l’origine hématopoïétique du SW est peu caractérisée du fait de la rareté 

de la pathologie et de la difficulté à obtenir des biopsies de MO de patients. 

Néanmoins, quelques études suggèrent une origine hématopoïétique de certaines 

composantes du SW.  

 

En 2010, une patiente a reçu une greffe semi-allogénique de CSHs (Kriván et al., 

2010). Ces CSHs ont été isolées du sang de cordon suite à une nouvelle grossesse 

de la mère de la patiente. Un test génétique prénatal avait au préalable révélé que 

ces CSHs n’étaient pas porteuses de mutations dans le gène codant pour CXCR4. 

Ce traitement curatif a permis à la patiente de retrouver des paramètres immuno-

hématologiques normaux et de mettre fin aux infections respiratoires auxquelles elle 

était sujette avant la greffe. Trois autres greffes de MO ont depuis permis à des 

patients de corriger leur taux de leucocytes dans les mois suivants la transplantation 

sans développement de pathologie de l’hôte contre le greffon (Bhar et al., 2015; 

Moens et al., 2016; Kawahara et al., 2018). 

En 2015, le laboratoire de PM. Murphy a rapporté la guérison spontanée d’une 

patiente souffrant du SW suite à un réarrangement du chromosome 2 qui a 

fortuitement entrainé la délétion de 164 versions alléliques, dont l’allèle mutant de 

CXCR4, dans une CSH (McDermott et al., 2015). Ce réarrangement chromosomique 

est appelé chromothripsis. Les progéniteurs et les cellules myéloïdes de cette 

patiente sont, à l’instar de la CSH, hémizygotes pour l’allèle sauvage de CXCR4 

tandis que les cellules lymphoïdes possèdent toujours l’allèle muté. Ce phénomène 

est qualifié de mosaïcisme somatique et hématologique et suggère que le 

réarrangement chromosomique a eu lieu au sein d’une CSH biaisée myéloïde. En 

conséquence, la patiente ne présente plus de neutropénie ni de monocytopénie et 

affiche une rémission complète des verrues profuses dont elle souffrait avant cet 

évènement génétique. Cependant, elle présente toujours une lymphopénie des LB 

totaux et des LT naïfs suggérant un rôle causal des CSHs porteuses de la mutation 
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gain de fonction de CXCR4 dans la neutropénie et la monocytopénie caractéristiques 

du SW tandis que  ’                             z                    à 

déterminer.  
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Objectifs des travaux 
 

Dans la MO, le couple formé par la CK CXCL12 et l’un de ses récepteurs, CXCR4, 

exerce un rôle clé dans la régulation de la rétention et la quiescence des CSPHs, 

deux processus qui sont dérégulés dans une maladie immuno-hématologique rare, le 

SW. Les patients atteints du SW présentent notamment une profonde lympho-

neutropénie circulante dont les mécanismes sous-jacents demeurent inconnus. La 

majorité des patients présente des mutations autosomiques dominantes dans le 

gène codant la protéine CXCR4. Ces anomalies conduisent à la délétion partielle 

du domaine intracellulaire C-ter de CXCR4, ce qui engendre un défaut de 

désensibilisation et d'internalisation du récepteur en réponse à CXCL12 et se 

traduit par un gain de fonction de CXCR4. Afin d'appréhender l'origine de la 

lymphopénie circulante, le laboratoire a généré, par recombinaison homologue du 

gène Cxcr4 modifié, un modèle murin hétérozygote (Cxcr4+/1013) pour l’une des 

mutations identifiées chez les patients atteints du SW (Balabanian et al., 2005). Ces 

souris phénocopient le gain de fonction de Cxcr4 ainsi que la lympho-neutropénie 

observée chez les patients (Balabanian et al., 2012). Dans le cadre d’une étude 

récente publiée par notre équipe (Freitas et al., 2017), et à laquelle j’ai activement 

contribué, nous avons révélé un rôle majeur de la désensibilisation de Cxcr4 

dans la différenciation lymphoïde des CSPHs et identifié les MPPs comme 

étant le stade défectueux. Ces travaux sont relatés dans la production 1 et le 

brevet associé (production 2). 

Selon "l’arbre hématopoïétique" en vigueur chez la souris, la divergence entre les 

lignages lymphoïde et myéloïde s’effectue au stade MPP qui englobe différentes 

sous-populations : les MPP2 et 3 présentent un biais de différenciation myéloïde, 

tandis que les MPP4 sont orientés vers le lignage lymphoïde (Pietras et al., 2015). 

Notre compréhension des facteurs intrinsèques et extrinsèques régulant le devenir 

de ces différentes sous-populations demeure à ce jour parcellaire. De précédents 

travaux ont montré que la délétion conditionnelle de Cxcr4 dans les MPPs totaux 

impactait négativement leur différenciation lymphoïde (Cordeiro Gomes et al., 2016). 

Cependant, cette étude n’aborde pas l’hétérogénéité du compartiment MPP. La 

localisation et la nature des niches occupées par les sous-populations de 

MPP ,     ’                                                                à 
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définir. De plus, ce groupe n’a pas identifié les mécanismes moléculaires à 

l’origine du défaut de différenciation lymphoïde des MPPs Cxcr4-/-. Par ailleurs, 

l’activité des différentes voies métaboliques, et en particulier celle de la glycolyse et 

de l’OXPHOS, au sein des sous-populations de MPPs n’a jamais été appréhendée 

au niveau fonctionnel. En conséquence,  ’                              ’         

moléculaire des MPPs est inconnue.  

Sur la base de ces données, l'objectif de ma thèse a consisté à déterminer si et 

comment la signalisation de CXCR4 régule la dépendance énergétique des 

MPPs et à comprendre comment les voies métaboliques pilotées par CXCR4 

façonnent leur identité lympho-myéloïde. Ces travaux, basés sur l'étude du 

modèle murin Cxcr4+/1013, avaient notamment pour objectifs de répondre aux 

questions suivantes:  l’axe Cxcl12/Cxcr4 orchestre-t-il la production des cellules 

lymphoïdes et myéloïdes en régulant la composition du compartiment MPP ? Cet axe 

régule-t-il l’expression des gènes pro-myéloïdes et -lymphoïdes responsables de la 

différenciation des MPPs au sein de l’un ou l’autre des lignages et si oui, cette 

régulation est-elle médiée par une modulation des voies métaboliques ? Ces travaux, 

qui sont en cours de soumission, sont relatés dans la production 3. 
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1. Production 1 

1.1. Rationnel 

Dans la MO, le couple formé par la CK CXCL12 et l’un de ses récepteurs, CXCR4, 

exerce un rôle clé dans la régulation de la rétention et la quiescence des CSPHs 

(Foudi et al., 2006; Nie et al., 2008). Ces processus sont dérégulés dans le SW, une 

maladie immuno-hématologique rare liée à des mutations autosomiques dominantes 

du gène codant CXCR4, qui altèrent la désensibilisation du récepteur et conduisent à 

un gain de fonction en réponse à CXCL12 (Alapi et al., 2007; Balabanian et al., 2005; 

Gulino et al., 2004; Hernandez et al., 2003; Siedlar et al., 2008). Cliniquement, le SW 

se caractérise notamment par une profonde leucopénie circulante qui affecte les 

lignages lymphoïde et myéloïde (Gulino et al., 2004). Les mécanismes moléculaires 

et cellulaires sous-jacents à cette leucopénie restent à élucider. Certaines études 

suggèrent néanmoins une origine hématopoïétique à cette composante du SW. En 

effet, une patiente atteinte du SW et porteuse d’une mutation dans le gène codant 

CXCR4 (S338X) a reçu un traitement curatif consistant en une greffe semi-

allogénique de CSHs, non porteuses de la mutation, provenant de sang de cordon et 

isolées suite à une nouvelle grossesse de sa mère (Kriván et al., 2010). Cette 

transplantation a permis à la patiente de retrouver des paramètres immuno-

hématologiques normaux et de mettre fin aux infections respiratoires auxquelles elle 

était sujette avant la greffe. Une autre étude, à laquelle le laboratoire a contribuée, 

rapporte la guérison spontanée d’une patiente suite à un réarrangement 

chromosomique appelé chromothripsis (McDermott et al., 2015). Cette catastrophe 

génétique peu fréquente a entrainé la délétion de l’allèle mutant du gène codant 

CXCR4, situé sur le chromosome 2, dans une CSH probablement biaisée myéloïde. 

En conséquence, la patiente a retrouvé des taux normaux de neutrophiles et de 

monocytes mais présente toujours une lymphopénie. Ces travaux suggèrent ainsi 

une origine hématopoïétique à la neutropénie et à la monocytopénie des 

patients at          SW             ’                                  à 

élucider. 

 

A ce jour, la majorité des travaux rapportant un rôle de l’axe CXCL12/CXCR4 sur 

l’homéostasie des CSHs reposent sur l’étude de modèles murins déficients 

constitutivement ou conditionnellement pour le gène codant CXCR4 ou CXCL12, 

alors que peu d’études rapportent l’impact d’une signalisation exacerbée de cet axe 
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sur l’hématopoïèse (Chudziak et al., 2015; McDermott et al., 2015). L’impact in vivo 

d’un gain de fonction de CXCR4 sur l’homéostasie leucocytaire restant à définir, 

notre équipe a généré par une stratégie de knock-in un modèle murin hétérozygote 

pour la mutation Cxcr41013 (S338X). Les souris Cxcr4+/1013 phénocopient le gain de 

fonction de Cxcr4 ainsi que la lympho-neutropénie observés chez les patients (Mayol 

et al, 2011; Balabanian et al., 2012; Biajoux et al., 2016). Ce modèle s’est ainsi avéré 

pertinent pour tester notre hypothèse selon laquelle le gain de fonction de Cxcr4 

impacte la biologie des CSHs, et en particulier la lympho-hématopoïèse, contribuant 

ainsi à la lymphopénie observée dans le SW. Par ailleurs, ce modèle nous a permis 

d'étudier en parallèle des souris porteuses de la mutation à l’état homozygote 

(Cxcr41013/1013), situation difficilement envisageable chez l'Homme et qui présente 

l'avantage d'appréhender le récepteur tronqué tout en s'affranchissant de toute 

contribution de l’allèle sauvage. Au cours de ces travaux, réalisés en étroite 

collaboration avec l’équipe du Dr. F. Louache (INSERM UMR1170, IGR, Villejuif), 

nous avons en premier lieu comparé par CF la représentation des CSPHs dans la 

MO des souris sauvages, Cxcr4+/1013 et Cxcr41013/1013. Nous avons ensuite étudié 

l’impact du gain de fonction de Cxcr4 sur la domiciliation, la quiescence, la survie et 

la différenciation des CSHs in vitro et ex-vivo. En particulier, nous avons étudié la 

capacité des CSPHs triés à se différencier in vitro dans un système de culture en 

milieu liquide supplémenté avec 5 cytokines (IL-3, IL-6, IL-7, SCF et Flt3-L) et 

dépourvu de support stromal. Par ailleurs, les propriétés de multipotence et d’auto-

renouvellement des CSHs ont été appréhendées au cours d’expériences de 

reconstitution en série de l’hématopoïèse. Nos résultats nous ont ensuite amené à 

étudier la distribution des CSPHs en périphérie (sang et rate) par CF et test de 

clonogénicité. Enfin, notre collaboration avec les Services d’Hémato-Oncologie 

Pédiatrique des Prs Y. Bertrand (Hospices Civils de Lyon) et J. Donadieu (Hôpital 

Trousseau, Paris) nous a permis d’étendre ces analyses à l’Homme en ayant accès 

à des prélèvements sanguins de 5 patients souffrant du SW. Nous avons étudié la 

distribution des CSPHs au sein de ces échantillons par CF et test de clonogénicité. 

Ces analyses ont été réalisées en parallèle sur des échantillons sanguins de 

donneurs sains. Concernant ma contribution à ce travail, j’ai réalisé les 

marquages de la cycline D3 par CF et la quantification de l’expression 

transcriptionnelle de Cxcl12 dans la rate par q-PCR. J’ai également contribué à 

l’optimisation de la méthode de différenciation des CSPHs in vitro en milieu liquide. 
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Enfin, j’ai participé aux expériences de reconstitution de l’hématopoïèse, de 

domiciliation à partir de la MO totale et d’incorporation de BrdU. Les résultats de 

ces expériences correspondent aux Figures 1 (G, H et I), 2 (A, B, C, D et E), 3 

( , E, F, G    H),   (D    F), 5 (E    F), 6 (H    I)    7 (A)     ’                    J 

Exp Med en 2017. 
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1.2. Exposé des travaux 
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1.3. Conclusion des travaux 

Ces travaux, qui constituent le corps de la thèse soutenue par Christelle Freitas en 

2016 sous la direction du Dr. Karl Balabanian, apportent de nouveaux éléments de 

compréhension sur le développement hématopoïétique en établissant la 

désensibilisation de CXCR4 comme un régulateur clé de la quiescence, de la 

multipotence et l’auto-renouvellement des CSHs. 

Les données de cette étude mettent en évidence que le nombre de CSHs (LT-CSHs 

et ST-CSHs) est préservé dans la MO des souris mutantes (Figure 4A). Nous avons 

en revanche observé une quiescence accrue des ST-CSHs mutantes en 

comparaison aux ST-CSHs sauvages (Figure 4B) associée à une diminution de 

l’expression transcriptionnelle et protéique de la cycline D3, une protéine impliquée 

dans la progression au sein du cycle cellulaire (Figures 4E et F). Ces données 

suggèrent ainsi un rôle de la désensibilisation de Cxcr4 dans le maintien de la 

balance quiescence/cycle des CSHs. 

Nous avons ensuite étudié la représentation médullaire des différents progéniteurs 

hématopoïétiques générés à partir des CSHs. Le nombre de MPPs s’avère fortement 

diminué dans la MO des souris porteuses de la mutation Cxcr41013 et ce de façon 

dose-dépendante de l’allèle mutant (Figure 3A). Cette baisse du nombre de MPPs 

est associée à une diminution du nombre de progéniteurs lymphoïdes (LMPPs, 

CLPs, pro-B et pre-B) tandis que le nombre de progéniteurs myéloïdes (CMPs, 

GMPs et MEPs) n’est pas altéré (Figures 3A et B). Ces résultats suggèrent que le 

compartiment MPP porteur de la mutation Cxcr41013 possède une capacité 

réduite à générer des progéniteurs lymphoïdes tandis que sa capacité à 

générer des progéniteurs myéloïdes ne semble pas affectée. En lien avec cette 

hypothèse, la proportion de LSK CD34-CD150high biaisées myéloïde est augmentée 

dans la MO des souris mutantes (Figure 3D). Par ailleurs, des expériences de 

reconstitution croisée de l’hématopoïèse à long terme ont mis en évidence que la 

lymphopénie ainsi que la diminution des nombres de MPPs, de CLPs et de pro B 

dans la MO des souris porteuses de la mutation Cxcr41013 impliquent une 

contribution intrinsèque de la mutation portée par les CSPHs (Figure 3C). 

Nous ensuite cherché à déterminer si la diminution du nombre de MPPs observée 

dans la MO des souris porteuses de la mutation Cxcr41013 pouvait être due à un 

défaut de différenciation des CSHs mutantes en MPPs. Pour ce faire, nous avons 

comparé le potentiel de différenciation des CSHs (LSK SLAMs) sauvages et 
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mutantes in vitro en condition de culture en milieu liquide supplémenté en cytokines 

dépourvu de support stromal. À partir d’un même nombre de SLAMs, nous avons 

observé une diminution du nombre de MPPs générés après 4 jours de différenciation 

dans les cultures de SLAMs mutantes en comparaison aux cultures de SLAMs 

sauvages, comme déterminé par CF (Figure 3E). Ces résultats suggèrent ainsi un 

défaut de différenciation des SLAMs mutants en MPPs qui pourrait être à l’origine de 

la contraction du compartiment MPP observée in vivo. Ces données nous ont ensuite 

amenés à déterminer si la diminution du nombre de LMPPs observée dans la MO 

des souris mutantes résulte uniquement de la contration du compartiment MPP ou 

bien d’une altération de la différenciation des MPPs en LMPPs. Nos expériences de 

différenciation in vitro mettent en évidence une capacité réduite des MPPs mutants à 

se différencier en LMPPs (Figures 3G). Ces données révèlent ainsi un rôle majeur 

de la désensibilisation de Cxcr4 dans la différenciation des LSK SLAMs en 

MPPs et dans la spécification lymphoïde de ces derniers. 

Enfin, l’analyse des prélèvements sanguins de 5 patients atteints du SW par CF et 

test de clonogénicité indique une diminution des nombres de CSHs/MPPs, de MLPs 

et de progéniteurs myéloïdes circulants (Figures 6A-C) suggérant une 

recirculation anormale des CSPHs chez ces patients.  

 

Dans le cadre de cette étude, nous avons révélé un rôle majeur de la 

désensibilisation de Cxcr4 dans la différenciation lymphoïde des CSPHs dans 

la MO et identifié les MPPs comme étant le stade défectueux chez les souris 

porteuses de la mutation gain de fonction de Cxcr4. Les résultats de nos tests de 

différenciation in vitro suggèrent notamment que l’axe Cxcl12/Cxcr4 régule la 

différenciation des CSHs en MPPs et la spécification lymphoïde de ces derniers. Ces 

données nous ont ensuite amené à évaluer l’effet de Cxcl12 sur la différenciation des 

ST-CSHs en MPPs (selon la définition du groupe d’E. Passegué) et des MPPs en 

LMPPs (selon la définition du groupe de SJ. Morrison) grâce à notre système de 

culture en milieu liquide in vitro. Ces travaux ont fait l’objet d’un brevet déposé au 

cours de ma thèse, que je signe en qualité de co-inventeur, et d’un chapitre de livre 

actuellement sous presse à Methods in Molecular Biology (voir annexe) que je signe 

également. 
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2. Production 2 
2.1. Rationnel 

Les CSPHs résident dans la MO entourés par les niches endostéales et (péri)-

vasculaires. Ces niches médullaires jouent un rôle dans la spécification et 

l'engagement lymphoïde versus myéloïde des CSPHs notamment via la sécrétion de 

cytokines et de facteurs de croissance (Ding et al., 2012; Ding & Morrison, 2013; 

Pinho et al., 2018; Balzano et al, 2019). En fonction de leur localisation, les CSPHs 

sont ainsi exposés à différents signaux extracellulaires qui régissent leur devenir. 

Bien que le compartiment CS(P)H ait été massivement analysé et caractérisé durant 

ces dernières décennies, l’expansion et la différenciation de ces cellules in vitro 

demeurent difficiles à obtenir. La culture in vitro des CSHs promeut leur 

différenciation suggérant que des signaux intrinsèques et extrinsèques sont requis à 

la régulation de leur identité et de leur devenir. La grande majorité des protocoles 

existants consiste en la co-culture de CSHs avec des cellules "nourricières" 

stromales (ex: MEF, MS5, OP9). Bien que ces méthodes permettent de reproduire 

les échanges bidirectionnels qui s’établissent entre les CSHs et les cellules 

stromales, la standardisation de ces protocoles demeure difficile ce qui engendre des 

problèmes de reproductibilité des résultats. À notre connaissance, un système de 

culture en milieu liquide dépourvu de support stromal permettant d’expandre 

sélectivement les MPPs tout en régulant leur spécification lymphoïde versus 

myéloïde n’a jamais été rapporté.  

Notre étude quantitative des CSPHs dans la MO des souris porteuses de la mutation 

gain de fonction de Cxcr4 a mis en évidence une diminution des nombres de MPPs 

totaux (LSK CD48-CD150-), de LMPPs, de CLPs et de pro B sans altération du 

nombre de progéniteurs myéloïdes. Ces données suggèrent qu’une signalisation 

exacerbée via Cxcr4 conduit à un défaut de spécification lymphoïde des MPPs sans 

altérer leur spécification myéloïde (Freitas et al., 2017). Afin de tester cette 

hypothèse, nous avons établi un système permettant la différenciation in vitro de ST-

CSHs et de MPPs isolés de la MO en présence d’un cocktail composé de 5 

cytokines (IL-3, IL-6, IL-7, SCF et Flt3-L) et en absence de toutes cellules 

nourricières. Cette approche permet l’expansion simple, rapide, sélective et 

reproductible des MPPs et leur orientation vers le lignage lymphoïde. De plus, 

contrairement aux autres protocoles utilisés dans les laboratoires qui sont 

principalement basés sur des tests clonogéniques, notre protocole est adapté à la 
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quantification des CSPHs par CF. Dans ces conditions, nos résultats ont révélé un 

défaut de différenciation des MPPs mutants en LMPPs, suggérant ainsi un rôle 

méconnu de la désensibilisation de Cxcr4 dans la spécification lymphoïde des MPPs 

dont l'hétérogénéité restait également à appréhender dans ce système. Ces données 

nous ont ensuite conduit à  v       ’           x  12        différentiation 

lymphoïde CSPHs in vitro.  

Pour ce faire, nous avons isolés les cellules LSK CD48-CD150- de la MO de souris 

sauvages. Ces cellules sont considérées comme étant des MPPs (totaux) par le 

groupe de SJ. Morrison (Kiel et al., 2008) capables de se différencier notamment en 

LMPPs (LSK CD34+Flt3-). Néanmoins, comme nous l’avons vu précédemment dans 

l’introduction de ce manuscrit, ces mêmes cellules sont considérées comme étant 

des ST-CSHs par le groupe d’E. Passegué (Pietras et al., 2015). Ce groupe décrit en 

effet différentes sous-populations de MPPs qui sont générées indépendamment à 

partir des ST-CSHs : les MPP2 et 3 présentent un biais myéloïde, tandis que les 

MPP4 sont orientés vers le lignage lymphoïde. Ces trois sous-populations semblent 

générées indépendamment par les ST-CSHs. Comme décrit dans l’introduction du 

manuscrit (partie 2.2.3.), différentes cytokines pro-inflammatoires telles qu’IL-6, l’IL-1 

ou le TNF-α ont été identifiées comme des régulateurs de la génération, du maintien 

et/ou du devenir des sous-populations de MPPs (Pietras et al., 2015; Pietras et al., 

2016; Reynaud et al., 2011; Yamashita et Passegué, 2019). À notre connaissance, 

            ’ x   x  12/ x                                         ’  j      

été rapporté.  

 

Lors de notre étude, nous avons considéré ces deux modèles afin de déterminer s’ils 

aboutissaient à des résultats concordants au regard du rôle régulateur de Cxcl12 sur 

la différenciation lymphoïde versus myéloïde des cellules LSK CD48-CD150-. Pour 

ce faire, nous avons réalisé le même protocole de différenciation in vitro que 

précédemment en ajoutant des doses croissantes de Cxcl12 au milieu de culture. 

Nous avons ensuite déterminé les nombres absolus de LMPPs, MPP2, MPP3 et 

MPP4 générés après 4 jours de culture par CF. Concernant ma contribution à ce 

travail, j’ai optimisé la méthode d’obtention in vitro des sous-populations de MPPs et 

réalisé l’entièreté des expériences visant à étudier l’effet de Cxcl12 sur la 

différenciation des ST-CSHs en MPP2, 3 et 4 (Figure 3). 
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2.3. Conclusion des travaux 
Ces travaux ont fait l’objet d’un brevet et rapportent un effet pro-lymphoïde de 

Cxcl12 sur la différentiation des CSPHs in vitro.  

 

Dans une première série d’expériences, nous avons considéré le modèle de 

différenciation admis par le groupe de SJ. Morrison qui considère les LSK CD48-150- 

comme des MPPs. Nous avons mis en culture un même nombre de MPPs triés de la 

MO de souris sauvages et de souris porteuses de la mutation Cxcr41013 et comparé 

leur capacité à générer des LMPPs. Comme attendu (Freitas et al., 2017), les MPPs 

mutants produisent un nombre et une proportion plus restreints de LMPPs en 

comparaison aux MPPs sauvages après 2 et 4 jours de cultures (Figure 2). Ce 

potentiel de différenciation altéré des MPPs mutants pourrait expliquer la diminution 

du nombre de LMPPs observée in vivo dans la MO des souris porteuses de la 

mutation Cxcr41013 (Freitas et al., 2017). Nous avons ensuite étudié l’effet de Cxcl12 

sur la différenciation lymphoïde des MPPs sauvages et mutants. De façon 

intéressante, l’ajout de Cxcl12 dès la mise en culture a promu la génération des 

LMPPs au sein des cultures de MPPs sauvages comme des cultures de MPPs 

mutants. Ainsi, ces résultats mettent en évidence un effet pro-lymphoïde de 

Cxcl12 sur la différenciation des MPPs tels que définis par le groupe de SJ. 

Morrison. 

 

Par la suite, nous avons considéré le modèle décrit par le groupe d’E. Passegué qui 

postule que les LSK CD48-150- sont des ST-CSHs capables de se différencier en 

MPP2, MPP3 et MPP4. Nous avons étudié l’effet de Cxcl12 sur la capacité des ST-

CSHs sauvages à générer ces sous-populations de MPPs biaisées lymphoïde ou 

myéloïde. Nos résultats montrent que la méthode de différenciation in vitro que nous 

avons développée permet la différenciation des ST-CSHs en MPP3 et en MPP4 

tandis que les MPP2 sont presque indétectables après 4 jours de culture (Figure 3). 

De plus, l’addition de doses croissantes de Cxcl12 au milieu de différenciation 

conduit à une augmentation du nombre absolu et de la proportion des MPPs biaisés 

lymphoïde (MPP4) générés au sein des cultures. Cette augmentation se produit de 

façon dose-dépendante de Cxcl12 et est inhibée en présence d’AMD3100. De façon 

intéressante, l’expansion des MPP4 obtenue en présence de Cxcl12 était associée à 

une diminution de la proportion des MPPs biaisés myéloïde (MPP3) qui est 
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également corrigée par le traitement à l’AMD3100. Ces résultats mettent ainsi en 

évidence un rôle critique de Cxcl12 dans la différentiation lympho-myéloïde 

des ST-CSHs tels que décrits par le groupe d’E. Passegué.  

 

Dans le cadre de cette étude, nous avons ainsi révélé un effet pro-lymphoïde de 

Cxcl12 sur la différenciation des CSPHs en considérant en parallèle deux modèles 

de différenciation hématopoïétique distincts. Quel que soit le modèle considéré, 

l’ajout de Cxcl12 au milieu de culture initial stimule la génération de MPPs biaisés 

vers le lignage lymphoïde (LMPPs dans le modèle admis par le groupe de SJ. 

Morrison, MPP4 dans celui décrit par le groupe d’E. Passegué). Ainsi, ce protocole 

constitue une nouvelle méth     ’          in vitro de progéniteurs 

lymphoïdes.  

 

Dans le cadre de la production 1, nous avons révélé un rôle majeur de la 

désensibilisation de Cxcr4 dans la différenciation lymphoïde des CSPHs dans 

la MO et identifié les MPPs comme étant le stade défectueux chez les souris 

porteuses de la mutation gain de fonction de Cxcr4. Néanmoins, cette étude 

n’aborde pas l’hétérogénéité du compartiment MPP ni les mécanismes moléculaires 

conduisant au défaut de spécification lymphoïde de ces cellules lorsqu’elles sont 

porteuses de la mutation. Les résultats générés dans le cadre de la production 2 

révèlent quant à eux un rôle de Cxcl12 dans la différentiation des ST-CSHs en MPPs 

suggèrant que  ’ x   x  12/ x    pourrait réguler in vivo la composition du 

compartiment MPP en contrebalançant la production des sous-populations 

biaisées lymphoïde et myéloïde par les ST-CSHs. Ces travaux ont ainsi été 

fondateurs de mon projet de thèse qui visait à déterminer si et comment la 

signalisation de CXCR4 façonne la spécification lympho-myéloïde des MPPs. 
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3. Production 3 

3.1. Rationnel 

D’après le modèle classique de l’hématopoïèse, les cellules sanguines appartiennent 

à deux principaux lignages hématopoïétiques: le lignage lymphoïde et le lignage 

myéloïde. Les CSHs sont capables d’adapter la production de cellules lymphoïdes et 

myéloïdes en fonction des besoins de l’organisme notamment via la génération de 

MPPs biaisés vers l’un ou l’autre de ces lignages (Pietras et al., 2015; Pietras et al., 

2016; Reynaud et al., 2011; Yamashita et Passegué, 2019). En effet, le stade MPP 

se compose chez la souris de différentes sous-populations présentant des biais de 

différenciation: les MPP2 et 3 présentent un biais myéloïde et les MPP4 un biais 

lymphoïde. Ces biais résultent de l’expression différentielle de gènes pro-lymphoïdes 

et pro-myéloïdes qui sont relativement bien caractérisés. En revanche, notre 

compréhension de la façon dont les signaux extrinsèques (stroma médullaire) 

et intrinsèques aux MPPs déterminent le devenir lymphoïde versus myéloïde 

de ces cellules est encore parcellaire.  

Dans la MO, le couple formé par la CK CXCL12 et l’un de ses récepteurs, CXCR4, 

semble constituer un axe-clef par lequel les MPPs et le stroma communiquent. Le 

groupe de J. Pereira a rapporté une localisation péri-vasculaire des MPPs 

dépendante de Cxcr4 et montré également que la délétion conditionnelle de Cxcr4 

dans les MPPs altère leur différenciation en CLPs ce qui conduit à un défaut de 

lymphopoïèse (Cordeiro Gomes et al., 2016). Par ailleurs, grâce à un modèle murin 

original du SW, notre équipe a récemment mis en évidence un rôle majeur de la 

désensibilisation de Cxcr4 dans la balance quiescence/cycle des CSHs et dans leur 

différenciation en MPPs et en progéniteurs lymphoïdes (Freitas et al., 2017). Bien 

que ces deux études rapportent un rôle clé de la signalisation de Cxcr4 dans 

l’homéostasie des MPPs,        ’              ’              des MPPs, leur 

localisation et la nature des niches qu'ils occupent,  ’             

positionnement sur leur spécification, ou encore les mécanismes moléculaires 

qui régissent leur destin lympho-myéloïde sous l'influence de Cxcr4. 

 

Plusieurs études rapportent que la sous-population MPP4, en dépit de son biais 

lymphoïde à l’homéostasie, est fonctionnellement plastique probablement du fait de 

la coexistence à l’état basal de programmes transcriptionnels pro-myéloïdes et pro-

lymphoïdes dans ces cellules (Pietras et al., 2015). Cette plasticité s’illustre 
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notamment en condition de régénération de l’hématopoïèse durant laquelle les 

MPP4 subissent une reprogrammation moléculaire menant à l’exacerbation de leur 

programme GM. Cette reprogrammation transitoire permet une reconstitution rapide 

et robuste du lignage myéloïde en biaisant la différenciation des MPP4 vers le 

lignage GM au détriment du lignage lymphoïde. Plusieurs études ont montré que 

cette reprogrammation est induite en réponse à différentes cytokines pro-

inflammatoires telles que l’IL-6, l’IL-1 ou le TNF-α (Pietras et al., 2015; Pietras et al., 

2016; Reynaud et al., 2011; Yamashita et Passegué, 2019). En dépit de la 

localisation de certains MPPs à proximité de cellules péri-sinusoïdales exprimant 

Cxcl12 (Cordeiro Gomes et al., 2016), un rôle     ’ x  Cxcl12/Cxcr4 dans la 

régulation des potentiels lympho-myéloïdes     MPP   ’  j          établi. 

Les CSPHs dépendent principalement de deux processus métaboliques distincts 

pour produire l’énergie nécessaire à leur maintien et leur différenciation : la glycolyse 

et l’OXPHOS. Les CSHs quiescentes semblent résider dans des niches hypoxiques 

et génèrent la faible quantité d’ATP requise à leur auto-renouvellement grâce à la 

glycolyse (Simsek et al., 2010). Cependant, lorsqu’elles prolifèrent et se différencient, 

elles favorisent l’utilisation de l’OXPHOS qui permet de produire une quantité plus 

importante d’ATP (Yu et al., 2013). L’OXPHOS est également associée avec une 

production de ROS responsables de dommages cellulaires et de l’ADN qui peuvent 

impacter les propriétés des CSPHs. En effet, il a été rapporté que les CSHs de 

souris âgées présentent un métabolisme biaisé vers l’OXPHOS, une augmentation 

des ROS et une accumulation de mitochondries endommagées (Sun et al., 2014a; 

Adams et al., 2015; Ho et al., 2017). Ces anomalies s’accompagnent d’un biais 

myéloïde du compartiment hématopoïétique, suggérant qu’une régulation fine du 

métabolisme des CSHs est requise à leur différenciation. Cette hypothèse est étayée 

par de récentes publications qui établissent un lien entre le potentiel membranaire 

mitochondrial et les capacités d’auto-renouvellement, de prolifération et de 

différenciation des CSHs (Sukumar et al., 2016; Vannini et al., 2016; Liang et al., 

2020). L’activité des différentes voies métaboliques au sein des sous-populations de 

MPPs est à ce jour inconnue, bien que des analyses transcriptomiques de ces 

cellules ont montré une expression accrue des gènes codant des enzymes 

impliquées dans l’OXPHOS et une diminution de l’expression de ceux codant des 

enzymes glycolytiques en comparaison aux CSHs (Cabezas-Wallscheid et al., 2014). 

Ces résultats nécessitent néanmoins d’être validés au niveau fonctionnel. De plus, 
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 ’                              ’                         MPP              . 

En outre,  ’                               x                       ’  j          

rapporté. Apporter des éléments de réponse à ces questions s'avère crucial afin de 

comprendre comment le processus de spécification lympho-myéloïde est régulé. 

Dans ce contexte, la présente étude, qui constitue le corps principal de ma thèse, 

vise à déterminer si et comment la signalisation de CXCR4 régule la 

dépendance énergétique des MPPs et à comprendre comment les voies 

métaboliques gouvernées par CXCR4 façonnent la spécification lympho-

myéloïde de ces cellules. Ces travaux, basés sur l'étude du modèle murin 

Cxcr4+/1013, avaient pour objectifs de répondre aux questions suivantes:  L’axe 

Cxcl12/Cxcr4 orchestre-t-il la production des cellules lymphoïdes et myéloïdes en 

régulant la composition du compartiment MPP ? Cet axe régule-t-il l’expression des 

gènes pro-myéloïdes et -lymphoïdes responsables de la différenciation des MPPs au 

sein de l’un ou l’autre des lignages et si oui, quels en sont les mécanismes 

moléculaires sous-jacents ? La modulation de l’axe Cxcl12/Cxcr4 permet-elle de 

corriger les dérégulations de la lympho-hématopoïèse observées chez les souris 

mutantes ? Les observations réalisées sur le modèle murin sont-elles transposables 

aux patients atteints du SW ?  

 Afin de répondre à ces questions, nous avons dans un premier temps établi 

l’expression fonctionnelle de Cxcr4 au sein des sous-populations de MPPs dans la 

MO des souris sauvages et porteuses de la mutation gain de fonction de Cxcr4. 

Nous avons ensuite appréhendé par CF la composition du compartiment MPP au 

sein de la MO de ces souris. Grâce à notre collaboration avec l’équipe du Pr. PM. 

Murphy (NIH, Bethesda, USA), nous avons eu accès à des aspirats de MO de deux 

patients non apparentés et atteints du SW à partir desquels nous avons analysé la 

composition du compartiment CSPH. Afin d'appréhender l’impact intrinsèque et 

extrinsèque de la mutation gain de fonction de Cxcr4 sur la composition du 

compartiment MPP chez les souris mutantes, nous avons réalisé des expériences 

croisées de reconstitution de l’hématopoïèse à court et long terme. En collaboration 

avec l'équipe du Dr. M. Aurrand-Lions (CRCM, Inserm U1068, CNRS UMR7258, 

Marseille), nous avons évalué l’impact de la mutation Cxcr41013 sur l’identité 

moléculaire des MPPs en conduisant des analyses transcriptomiques par RNAseq. 

La suite du travail a consisté à valider sur un plan fonctionnel les signatures de 

l’expression de gènes associées à des dérégulations du cycle, du métabolisme et de 
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la différenciation en particulier dans les MPP4 mutants par des approches in vitro et 

in vivo. Enfin, nous avons déterminé si la modulation de l'axe de signalisation 

Cxcl12/Cxcr4 au moyen de l'AMD3100, un antagoniste spécifique de Cxcr4, 

permettait de corriger les anomalies de la lympho-hématopoïèse chez les souris 

mutantes. 
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3.2. Exposé des travaux 
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3.3. Conclusion des travaux 

Ces travaux rapportent un rôle clé de la désensibilisation de Cxcr4 dans la 

régulation des propriétés métaboliques des MPP4 qui régissent le statut 

prolifératif et le potentiel lymphoïde de ces cellules. Dans un premier temps, 

nous avons étudié l’expression et la fonction du trio formé par Cxcl12 et ses deux 

récepteurs, Cxcr4 et Ackr3, au sein des sous-populations de MPPs isolées de la MO 

de souris sauvages ou mutantes (Cxcr4+/1013 et Cxcr41013/1013). Nos résultats, obtenus 

par q-PCR et CF, ont mis en évidence que Cxcr4 était le seul membre de ce trio à 

être exprimé au niveau transcriptionnel et protéique par les sous-populations de 

MPPs sauvages et mutantes (Figures 1B et S1A-E). Par ailleurs, les MPPs 

présentent à leur surface des niveaux d’expression comparables de Cxcr4 qui ne 

sont pas modifiés par la mutation gain de fonction de Cxcr4 (Figures 1B et S1B). 

D’un point de vue fonctionnel, nous avons confirmé l’hyperactivité de Cxcr4 dans les 

MPPs de souris mutantes, qui se traduit par un défaut d'internalisation du récepteur, 

une migration exacerbée et une hyperphosphorylation d’Akt et de mTOR en réponse 

à Cxcl12 (Figures 1C et S1F-H). Un traitement avec de l’AMD3100 permet de 

corriger ces anomalies. Ces données indiquent que                      ’        

           à                    ’ x                         x         à 

une exacerbation des voies de signalisation induites en réponse à son ligand. 

Ainsi, nous avons établi que le récepteur Cxcr41013 est exprimé et est 

hyperfonctionnel au sein des sous-populations de MPPs. Les souris porteuses 

de la mutation gain de fonction de Cxcr4 constituent donc un modèle pertinent pour 

évaluer l’impact de la mutation sur l’homéostasie des sous-populations de MPPs. 

Nous avons ensuite appréhendé la composition du compartiment MPP au sein de la 

fraction médullaire des os longs (hanches, fémurs, tibias) des souris porteuses ou 

non de la mutation Cxcr41013. Pour ce faire nous avons préalablement séparé la 

fraction médullaire de la fraction osseuse par centrifugation. Par CF, nos résultats 

révèlent une diminution de la proportion et du nombre de MPP4 de façon dose-

dépendante de l’allèle mutant. À l’inverse, les proportions et les nombres de MPP2 et 

3 sont augmentés dans la fraction médullaire des souris mutantes en comparaison 

aux souris sauvages, indiquant que le compartiment MPP est biaisé myéloïde et 

défectueux pour le potentiel lymphoïde chez la souris mutante (Figures 1A et 1D). 

L'analyse de la composition en CSPHs CD34+ dans les aspirats médullaires de deux 

patients atteints du SW et de donneurs sains du même sexe et de la même tranche 
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d’âge a été très informative. En effet, nos données révèlent chez les patients une 

réduction du nombre de CSPHs et de la représentation des progéniteurs lymphoïdes 

(MLPs et CLPs) qui contraste avec l'augmentation de la fréquence des progéniteurs 

myéloïdes (CMPs et GMPs) (Figures 1E-F). À nouveau, ces altérations de 

distribution ne sont pas associées à une expression différentielle de CXCR4 à la 

surface des CSPHs de patients (Figure 1G). Ces résultats suggèrent que le 

compartiment CSPH des patients atteints du SW est, à l’instar de celui des souris 

porteuses de la mutation Cxcr41013, appauvri en progéniteurs lymphoïdes dans la 

MO. En outre, ces données viennent étayer l’hypothèse selon laquelle un défaut de 

génération et/ou de différenciation des CSPHs pourrait être à l’origine de la 

lymphopénie observée chez les patients atteints du SW et les souris porteuses de la 

mutation Cxcr41013. 

Nous avons ensuite recherché l’origine de la diminution des MPP4 observée dans la 

fraction médullaire des souris mutantes. Nous avons tout d’abord déterminé si elle 

pouvait être consécutive à une relocalisation anormale de ces cellules au sein de la 

MO ou d’organes lymphoïdes. Nos résultats montrent que les nombres de MPP4 

dans la fraction osseuse de la MO, dans la rate et dans les poumons sont similaires 

entre les souris sauvages et mutantes, suggérant que l’altération du compartiment 

MPP4 observée dans la fraction médullaire ne résulte pas d’une distribution 

anormale de ces cellules à proximité de l’os ou en périphérie (Figures S1I-J). En lien 

avec cette hypothèse, nos tests de migration in vivo n'ont pas permis de révéler 

d'anomalies de domiciliation médullaire ou splénique des MPP4 mutants (Figure 

S1K). Les différentes sous-populations de MPPs étant générées indépendamment à 

partir des ST-CSHs/MPP1, nous avons ensuite déterminé si la diminution du nombre 

de MPP4 observée dans la fraction médullaire des souris mutantes pouvait être 

causée par un défaut de différenciation des MPP1 en MPP4. En utilisant le même 

protocole de différenciation en milieu liquide que décrit précédemment dans les 

productions 1 et 2, nous avons observé une diminution de la proportion et du nombre 

de MPP4 générés dans les cultures de MPP1 mutants, tandis que la capacité des 

MPP1 mutants à générer des MPP3 s’avérait préservée (Figure 2A). En lien avec 

ces résultats, nos analyses transcriptomiques par RNAseq révèlent que l’expression 

des gènes reliés à la différenciation GM est préservée chez les MPP1 mutants tandis 

que l’expression des gènes impliqués dans la différenciation lymphoïde est diminuée 

(Figure 2B). L'ensemble de ces données suggère donc que les MPP1 porteurs du 
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gain de fonction de Cxcr4 présentent intrinsèquement une capacité réduite à 

produire des MPP4, mais préservée pour générer des progéniteurs myéloïdes, ce qui 

pourrait contribuer à la contraction du compartiment MPP4 observée in vivo.  

 

Nous avons ensuite étudié l’impact du gain de fonction de Cxcr4 sur la survie des 

sous-populations de MPPs en réalisant par CF des marquages ex vivo Annexine-

V/DAPI. Ces expériences n’ont pas révélé de modification du profil apoptotique dans 

les MPP4 mutants (Figure 2C). Enfin, nous avons étudié l’impact du gain de fonction 

de Cxcr4 sur la balance quiescence/cycle des sous-populations de MPPs en 

réalisant par CF des marquages ex vivo Ki-67/DAPI. Nos données ont révélé une 

augmentation de la proportion de MPP4 en phases S et G2/M du cycle cellulaire 

lorsqu’ils sont porteurs de la mutation Cxcr41013 (Figure 2D). Des tests 

d’incorporation de BrdU in vivo suivie d’une chasse (Figure 2E) ont confirmé le 

statut hyperprolifératif des MPP4 mutants. Ainsi, et de façon paradoxale, 

l’augmentation de la prolifération des MPP4 est associée à une contraction de cette 

sous-population chez la souris mutante. Il est intéressant de noter à cet égard que 

des résultats similaires ont été rapportés en condition de sénescence 

hématopoïétique. En effet, le nombre de MPP4 dans la MO diminue avec l’âge, ce 

qui est associé à un statut hyperprolifératif, une diminution de la spécification 

lymphoïde et une augmentation du potentiel de différenciation myéloïde de ces 

cellules (Young et al., 2016). Ces données suggèrent donc que les MPP4 mutants 

pourraient subir des modifications moléculaires intrinsèques qui les "déprogramment" 

de la différenciation lymphoïde. Par ailleurs, nos expériences ont révélé que le port 

de la mutation Cxcr41013 était associé à une diminution de la proportion de MPP2 et 3 

apoptotiques et à une augmentation de la prolifération des MPP3 (Figures 2C-E). 

Les MPP2 mutants ne présentent pas de modifications du cycle cellulaire tandis que 

la proportion de MPP1 en quiescence (phase G0) est augmentée dans la MO des 

souris mutantes comme nous l'avons rapporté précédemment (Freitas et al., 2017).  

Dans leur ensemble, ces résultats révèlent que la survie et les capacités 

prolifératives sont différentiellement impactées par la mutation gain de 

fonction de Cxcr4 au sein du compartiment MPP. Ces dérégulations pourraient 

ainsi contribuer au biais myéloïde en favorisant l’accumulation des MPP2 et 3 

dans la MO des souris mutantes.  
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Compte tenu de la nature ubiquitaire de l’expression de Cxcr4, nous avons ensuite 

cherché à déterminer si l’altération de la composition du compartiment MPP chez la 

souris mutante résultait de défauts intrinsèques (CSPHs) et/ou extrinsèques 

(stroma). Dans ce but, nous avons réalisé des expériences croisées de reconstitution 

de l’hématopoïèse à court et à long terme (3 et 16 semaines respectivement). Dans 

un premier temps, nous avons injecté des cellules médullaires CD45.2+ sauvages ou 

mutantes à des souris receveuses CD45.1+ sauvages préalablement irradiées, ce qui 

nous a permis d’évaluer la contribution intrinsèque du gain de fonction de Cxcr4 sur 

la composition du compartiment MPP (Figure 3A). Trois et seize semaines après 

transplantation, nous avons observé dans la fraction médullaire des souris greffées 

avec des cellules médullaires mutantes une diminution significative du nombre de 

MPP4 qui contraste avec l’augmentation des nombres de MPP2 et 3 (Figure 3B). 

Inversement, nous avons injecté des cellules médullaires de souris CD45.1+ 

sauvages à des souris CD45.2+ sauvages ou mutantes préalablement irradiées, ce 

qui nous a permis d’évaluer l’impact du stroma porteur de la mutation sur le 

compartiment MPP sauvage (Figure 3C). Trois et seize semaines après 

transplantation, nos données montrent que la fraction médullaire de la MO des souris 

receveuses mutantes présente une augmentation significative des nombres de 

MPP2 et 3, tandis que le nombre de MPP4 reste inchangé (Figure 3D). En lien avec 

nos tests de différenciation in vitro, ces données indiquent que la contraction du 

compartiment MPP4 dans la MO des souris mutantes est intrinsèque au port de 

la mutation,             ’ x            MPP2    3                    

intrinsèques et extrinsèques au regard de la mutation Cxcr41013.  

 

Nous avons par la suite évalué l’impact du gain de fonction de Cxcr4 sur l’identité 

moléculaire des MPP1-4 porteurs ou non de la mutation Cxcr41013 à l'état 

hétérozygote ou homozygote en conduisant une analyse par RNAseq sur 3x103 

cellules triées en collaboration avec l'équipe du Dr. M. Aurrand-Lions et le support 

technique de la plateforme GenomEast (IGBMC, Illkirch). Les analyses non 

supervisées des données de ces RNAseq ont révélé 716 gènes exprimés 

différentiellement entre les MPP4 sauvages et Cxcr41013/1013 contre 71 entre les 

MPP4 sauvages et Cxcr4+/1013 (Figure 3E). Seuls 77 gènes sont différentiellement 

exprimés entre les MPP3 sauvages et Cxcr41013/1013 (Figure S2C), suggérant que les 

MPP3 et les MPP4 n’ont pas la même dépendance vis-à-vis de la désensibilisation 
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de Cxcr4 pour la régulation de leur identité moléculaire. Pour la suite de nos 

analyses, nous nous sommes focalisés sur les MPP4 qui s’avèrent diminués dans la 

fraction médullaire de la MO des souris mutantes et qui présentent au niveau 

transcriptionnel les modulations les plus importantes. Les analyses supervisées par 

Principal Component Analysis (PCA) réalisées à partir de la liste des 716 gènes 

ségrégent les MPP4 en fonction du génotype de la souris dont ils sont issus (Figure 

3F). Nos analyses par Gene Ontology (GO) de la liste des 716 gènes révèlent dans 

les MPP4 mutants un enrichissement des signatures de  ’ x             è    

associées à des dérégulations de la spécification lympho-myéloïde, du 

                  à  ’O PHOS             cellulaire (Figure 3G). À l’inverse, les 

MPP3 mutants ne présentent pas de modulation de l’expression des gènes codant 

pour des protéines impliquées dans l’OXPHOS (Figure S2E) suggérant que la 

signalisation de Cxcr4 régule ce processus métabolique spécifiquement dans 

les MPP4. Enfin, nous avons analysé l’impact du gain de fonction de Cxcr4 sur 

l’expression des gènes spécifiques du compartiment MPP4. Nos données révèlent 

une diminution de l’expression de ces gènes au sein des MPP4 mutants suggérant 

que                          x                                ’                

cellules (Figure 3H). Cette perte d’identité moléculaire chez les MPP4 mutants 

pourrait impacter leur capacité intrinsèque à produire des cellules lymphoïdes. 

 

Nous avons ensuite entrepris la validation fonctionnelle de deux des signatures 

révélées par les analyses RNAseq : la spécification lympho-myéloïde et l’OXPHOS. 

Au préalable, nous avons cherché à confirmer les résultats du RNAseq en utilisant le 

système microfluidique Biomark qui permet une analyse quantitative de l’expression 

de gènes d’intérêt. Cette approche nous a permis de comparer l’expression de gènes 

impliqués dans le cycle cellulaire et la spécification lympho-myéloïde sur un nombre 

plus restreint de MPP4 sauvages et mutants (102 cellules contre 3x103 cellules lors 

du RNAseq). Grâce à cette technique, nous avons observé au sein des MPP4 

mutants une augmentation de l’expression transcriptionnelle de Ki-67 et des cyclines 

impliquées dans la progression au sein du cycle cellulaire (Figure S3A), ce qui 

confirme les données obtenues par marquage KI67/DAPI et test d’incorporation de 

BrdU in vivo. L’expression de certains gènes impliqués dans la différenciation GM 

tels que Mpo et Irf8 est également augmentée au sein des MPP4 mutants (Figure 

4D). À l’inverse, l’expression des facteurs clés de la différenciation lymphoïde (ex: 
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Ikzf1, Dntt, Il7r-α, Flt3, Bach2) est diminuée dans les MPP4 mutants en comparaison 

aux MPP4 sauvages (Figure 4C). La diminution de l’expression de Flt3 au sein des 

MPP4 mutants a été confirmée au niveau protéique par CF. Dans leur ensemble, ces 

données suggèrent que les MPP4 présentent un potentiel lymphoïde défectueux 

et une capacité accrue à générer des cellules myéloïdes. Afin de tester cette 

hypothèse, nous avons déterminé l’impact du récepteur Cxcr4 tronqué sur le 

potentiel de différenciation des MPP4 in vitro dans notre système de culture en milieu 

liquide. Ces expériences indiquent que les MPP4 mutants, en comparaison aux 

MPP4 sauvages, engendrent une proportion et un nombre plus importants de GMPs 

et cellules myéloïdes matures (Gr1+CD11b+) après 4 et 7 jours de culture 

respectivement (Figure 4E). Ces résultats suggèrent que le gain de fonction de 

Cxcr4 exacerbe le potentiel de différenciation GM des MPP4 in vitro. De façon 

intéressante, nous avons observé une génération de MPP3 dans nos cultures de 

MPP4 sauvages et mutants (Figure 4F). Ce phénomène était exacerbé dans les 

cultures de MPP4 mutants suggérant, en lien avec la diminution de l’expression 

membranaire de Flt3, que les MPP4 porteurs du gain de fonction de Cxcr4 subissent 

une reprogrammation moléculaire les rendant phénotypiquement et 

fonctionnellement semblables aux MPP3. Nous avons ensuite cherché à 

confirmer ces résultats in vivo en injectant 104 MPP4 CD45.2+ sauvages ou mutants 

à des souris receveuses CD45.1+ sauvages irradiées sous-létalement (Figure 4G). 

Quatorze jours après la transplantation, nous avons observé chez les souris 

injectées avec des MPP4 mutants une diminution de la proportion de LB 

(CD19+B220+) CD45.2+ et une augmentation de la proportion de cellules myéloïdes 

(Gr1+CD11b+) CD45.2+ en comparaison aux souris injectées avec des MPP4 

sauvages (Figure 4H). Ces résultats révèlent donc un déséquilibre des programmes 

myéloïdes et lymphoïdes dans les MPP4 mutants et suggèrent un rôle de la 

désensibilisation de Cxcr4 dans le maintien du potentiel de différentiation 

lymphoïde des MPP4. 

 

Les CSPHs dépendent principalement de deux processus métaboliques distincts 

pour produire l’énergie nécessaire à leur maintien et leur différenciation : la glycolyse 

et l’OXPHOS (Simsek et al., 2010; Takubo et al., 2013; Yu et al., 2013; Maryanovich 

et al., 2015). La glycolyse est principalement associée à un état quiescent des CSHs 

tandis que la différenciation de ces cellules requière un biais métabolique en faveur 
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de l’OXPHOS. À ce jour, les propriétés métaboliques des différentes sous-

populations de MPPs sont inconnues. Nos analyses transcriptomiques par RNAseq 

révèlent dans les MPP4 mutants une expression accrue des gènes codant pour les 

composants de l’ETC et de l’ATP synthase responsables de l’OXPHOS (Figures 5A 

et S4A). Ces résultats nous ont amené à déterminer si la signalisation de Cxcr4 

régule le destin des MPP4 à travers un contrôle métabolique. Dans ce but, nous 

avons tout d'abord évalué l’impact du gain de fonction de Cxcr4 sur les propriétés 

métaboliques des MPP4 à l’aide de tests fonctionnels appropriés. Le biais 

métabolique en faveur de l’OXPHOS des MPP4 mutants a été validé par des 

analyses Seahorse qui ont permis de mettre en évidence une augmentation des taux 

de consommation de l’oxygène (OCR) (Figure 5B). Cela s’accompagne d’une 

inhibition de la glycolyse illustrée par la baisse du taux d’acidification extracellulaire 

(ECAR) et par la diminution de la capture de 2-NBDG, un analogue non 

métabolisable du glucose, par les MPP4 mutants (Figures 5B et 5D). L’OXPHOS 

étant associée avec une production de ROS, nous avons ensuite comparé les 

niveaux de stress oxydatif entre MPP4 sauvages et mutants par CF à l’aide de 

sondes (MitoSox, CellRox, DCFDA) permettant la détection spécifique de différentes 

ROS (anion superoxyde, peroxide d’hydrogène, oxyde nitrique entre autres). 

L’intensité moyenne de fluorescence correspondant à chacune des sondes utilisées 

était augmentée au sein des MPP4 mutants en comparaison aux MPP4 sauvages, 

témoignant d’une élévation globale des niveaux de ROS (Figure 5C). Dans leur 

ensemble, ces résultats révèlent une hyperactivité du métabolisme OXPHOS dans 

les MPP4 mutants et suggèrent que la désensibilisation de Cxcr4 régule les 

propriétés métaboliques des MPP4, ce qui permet de limiter le stress oxydatif. 

 

Ces données nous ont ensuite conduit à étudier l’impact de la désensibilisation de 

Cxcr4 sur la masse et l’activité des mitochondries dans lesquelles se déroule 

l’OXPHOS. Dans ce but, nous avons réalisé par CF des marquages au 

MitoTrackerGreen (MTG), permettant d’évaluer la masse mitochondriale, et au 

TetraMethylRhodamine-ethyl-Ester (TMRE), qui est spécifique des mitochondries 

actives à fort potentiel de membrane. Ces expériences révèlent des marquages au 

MTG équivalents dans les MPP4 sauvages et mutants, mais de manière 

intéressante, une diminution du marquage TMRE dans les MPP4 mutants (Figure 

5E). Ces données indiquent une masse mitochondriale préservée associée à un 
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potentiel de membrane diminué dans les MPP4 mutants. Le marqueur TMRE 

s’accumule spécifiquement dans les mitochondries actives mais diminue au sein des 

mitochondries endommagées qui sont caractérisées par une perte du potentiel de 

membrane (Goldberg et al., 2003). Afin de déterminer si les MPP4 porteurs de la 

mutation Cxcr41013 sont enrichis en mitochondries endommagées, nous avons 

analysé le compartiment mitochondrial de ces cellules par IF à l’aide des marqueurs 

Cytochrome C et Translocase of Outer Mitochondrial Membrane 20 (TOMM20). Nos 

résultats mettent en évidence des marquages Cytochrome C et TOMM20 fragmentés 

dans les MPP4 mutants qui contrastent avec l'aspect uniforme des marquages 

présentés par les cellules sauvages (Figure 5F). Ces résultats indiquent la présence 

de mitochondries endommagées dans les MPP4 mutants et suggèrent un rôle de la 

désensibilisation dans                 ’           u compartiment mitochondrial 

dans les MPP4 via des mécanismes moléculaires (directs/indirects) restant à 

définir. 

 

Les phénotypes présentés par les MPP4 mutants se rapprochent de ceux observés 

dans les CSHs de souris âgées dans lesquels l’accumulation des mitochondries 

endommagées est associée à un biais myéloïde de ces cellules (Mohrin et al., 2015; 

Ho et al., 2017). Afin de déterminer si le remodelage de la machinerie mitochondriale 

contribue au biais myéloïde des MPP4 mutants, nous avons ségrégé les MPP4 en 

fonction de l'intensité du marquage TMRE et distingué deux fractions:  TMREhigh et 

TMRElow qui sont respectivement enrichies dans les MPP4 sauvages et mutants 

(Figure 6A). Ensuite, nous avons cherché à déterminer si les populations TMRElow et 

TMREhigh sauvages ou mutantes différaient en terme de profil métabolique et de 

potentiel de différenciation in vitro. L’étude des propriétés métaboliques de ces deux 

populations indique que la population TMRElow présente une augmentation des 

niveaux de ROS et une diminution du métabolisme glycolytique en comparaison à la 

population TMREhigh. Ces dérégulations sont exacerbées dans les populations 

TMRElow et TMREhigh porteuses de la mutation Cxcr41013 en comparaison aux 

populations sauvages (Figures 6B et C). Par ailleurs, nos tests de différenciation in 

vitro révèlent une capacité accrue de la population TMRElow à produire des GMPs et 

des cellules myéloïdes matures en comparaison à la population TMREhigh (Figure 

6D). Ces différences sont amplifiées par le port de la mutation Cxcr41013. En lien 

avec ce résultat, nos analyses par Biomark révèlent une surexpression de Mpo et 
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Irf8 par les MPP4 TMRElow mutants en comparaison aux MPP4 TMRElow sauvages 

(Figure 6E). Prises ensemble, ces données suggèrent que la désensibilisation de 

Cxcr4 régule la spécification des MPP4 via un rôle dans le maintien de 

 ’                machinerie mitochondriale. 

 

L’ensemble de nos résultats nous ont amené à déterminer si la modulation de l’axe 

Cxcl12/Cxcr4 pourrait corriger l’hyperactivation du métabolisme mitochondrial et le 

biais myéloïde du compartiment MPP mutant. Pour ce faire, nous avons établi un 

protocole consistant en une injection intrapéritonéale quotidienne de 5 mg/kg 

d’AMD3100 pendant trois semaines (Figure 7A). Un tel protocole n’a, à notre 

connaissance, jamais été réalisé chez la souris. Le choix de cette dose a été motivé 

par des expériences « pilotes » qui ont montré que la dose de 5 mg/kg est 

nécessaire et suffisante pour observer un effet de l’AMD3100 sur le compartiment 

MPP4. Par ailleurs, nous avons précédemment montré qu’une injection unique de 5 

mg/kg d’AMD3100 permettait la mobilisation des CSPHs vers la circulation sanguine 

une heure après l’injection (Freitas et al., 2017). Ce protocole a induit une diminution 

du nombre absolu de MPP4 dans la fraction médullaire des souris sauvages (Figure 

7B). Chez les souris mutantes traitées, le traitement a au contraire permis 

d’augmenter le nombre absolu de MPP4 dans la fraction médullaire qui devient alors 

similaire à celui observé dans la fraction médullaire des souris sauvages non 

injectées. Ces données indiquent qu’un blocage chronique de la signalisation Cxcr4 

permet de corriger le défaut quantitatif en MPP4 des souris porteuses de la mutation 

Cxcr41013. En outre, ce protocole a permis la correction de la lymphopénie chez les 

souris mutantes (Figure 7C). Ces résultats nous ont amené à analyser l’impact du 

traitement sur le profil métabolique des MPP4. De manière intéressante, nous avons 

observé une normalisation de l’intensité du marquage TMRE et de la proportion de 

cellules TMRElow au sein du compartiment MPP4 des souris mutantes traitées à 

l’AMD3100 (Figure 7D). Dans leur ensemble, ces résultats     è          ’ x  

Cxcl12/Cxcr4 est requis au maintien du potentiel lymphoïde des MPP4 au 

travers d'une modulation de l'activité métabolique mitochondriale.  

 

En conclusion, nos résultats apportent de nouveaux éléments de compréhension 

sur la spécification des MPPs, en particulier celle des MPP4 pro-lymphoïdes, 

en identifiant la désensibilisation de Cxcr4 comme un mécanisme de 
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régulation clé. Nos données rapportent également un rôle de la désensibilisation 

    x                                                      MPP       ’ vè   

être un régulateur clé du devenir de ces cellules. À notre connaissance, ces 

travaux sont les premiers à rapporter une fonction régulatrice de l’axe Cxcl12/Cxcr4 

sur les propriétés métaboliques et le destin des MPPs. Nous avons par ailleurs 

identifié deux mécanismes distincts potentiellement à l’origine des anomalies de 

lymphopoïèse et de la lymphopénie observées chez les souris porteuses de la 

mutation Cxcr41013 : la contraction du compartiment MPP4 dans la MO, 

probablement causée par un défaut de différenciation des MPP1, et la perte du 

potentiel lymphoïde de ces cellules. Ces dérégulations ainsi que les altérations 

métaboliques peuvent être directement reliées à l’exacerbation de la signalisation 

Cxcl12/Cxcr4 au sein des souris mutantes, la modulation de cet axe in vivo 

permettant la correction de ces anomalies. Enfin, nous avons montré qu’à l’instar des 

souris mutantes, le compartiment CSPH de deux patients atteints du SW est 

appauvri en progéniteurs lymphoïdes, suggérant une origine hématopoïétique à la 

lymphopénie observée chez ces patients. 

  



245 

 

  



246 

 

  



247 

 

Discussion et perspectives 
 

 

1. Quelle est la nature des niches médullaires occupées par les MPPs et 
quel est l’impact du gain de fonction de Cxcr4 sur la localisation intra-
médullaire de ces cellules ? 
 
2. Quel est le rôle du microenvironnement médullaire dans la 
spécification des MPPs ? 
 
3. Quel est le rôle de l’axe Cxcl12/Cxcr4 dans la spécification lymphoïde 
versus myéloïde des MPPs ? 
 
4. Quelle est l’origine des dérégulations de la machinerie mitochondriale 
observées au sein des MPP4 mutants ? 
 
5. Par quels mécanismes le métabolisme mitochondrial régule-t-il la 
spécification lymphoïde versus myéloïde des MPP4 ? 
 
6. Les dérégulations métaboliques, prolifératives et de différenciation 
présentées par les MPP4 mutants sont-elles médiées par la voie de 
signalisation mTOR ? 
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Au cours de ces différentes études, nous avons appréhendé le rôle de l’axe de 

signalisation Cxcl12/Cxcr4 dans le développement hématopoïétique grâce à un 

modèle murin unique porteur d’une mutation hétérozygote dans le gène codant pour 

Cxcr4 (Cxcr4+/1013) qui conduit à un gain de fonction du récepteur en réponse à son 

ligand Cxcl12. Ce modèle reproduit la lymphopénie circulante observée chez les 

patients atteints du SW. Les données exposées dans la production 1 mettent en 

évidence un rôle de la désensibilisation de Cxcr4 dans différents processus incluant 

la quiescence, la survie et l’auto-renouvellement des CSHs. Par ailleurs, nous avons 

révélé un rôle-clé de ce mécanisme de régulation de l'activité de Cxcr4 dans la 

différenciation lymphoïde des CSPHs et identifié les MPPs comme étant le stade 

défectueux. L’ensemble de ces résultats suggère une origine hématopoïétique à la 

lymphopénie observée dans notre modèle murin et par extension chez les patients 

atteints du SW. Par ailleurs, ces données suggéraient qu’une signalisation 

exacerbée de Cxcr4 pourrait engendrer un défaut de spécification lymphoïde des 

CSPHs, ce qui nous a conduit à évaluer l’impact de Cxcl12 sur la différentiation des 

CSPHs in vitro dans un système de différenciation en milieu liquide et en absence de 

cellules nourricières. Les résultats obtenus sont relatés dans la production 2. Nos 

données mettent en évidence un effet pro-lymphoïde de Cxcl12 sur la différentiation 

des ST-CSHs in vitro et suggèrent que cette CK pourrait réguler la composition du 

compartiment MPP en contrebalançant la production des sous-populations biaisées 

lymphoïde et myéloïde par les ST-CSHs. Compte tenu de ces résultats et de ceux 

obtenus dans le cadre de la production 1, il était légitime de se demander si et 

comment la signalisation de CXCR4 pouvait façonner la spécification lympho-

myéloïde des MPPs. Les résultats relatés dans la production 3 apportent certains 

éléments de réponse. En effet, nous avons observé dans la MO des souris mutantes 

une diminution du nombre de MPPs biaisés lymphoïde (MPP4) et une augmentation 

du nombre de MPPs biaisés myéloïde (MPP2/3). De plus, l’analyse de prélèvements 

médullaires effectués sur deux patients atteints du SW et non-apparentés rapporte 

une diminution de la fréquence des progéniteurs lymphoïdes (MLPs et CLPs) et une 

augmentation de celle des progéniteurs myéloïdes (CMPs et GMPs). Dans le modèle 

murin du SW, le biais myéloïde du compartiment MPP implique des défauts 

intrinsèques et extrinsèques, comme l'attestent nos expériences de reconstitution 

croisée de l’hématopoïèse. Il s'accompagne en particulier d'une expansion anormale 

et d'une reprogrammation métabolique et myéloïde des MPP4 porteurs de la 
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mutation de Cxcr4, comme le rapportent nos analyses par RNAseq combinées à des 

études fonctionnelles appropriées. L’ensemble de ces résultats soulève plusieurs 

questions que je me propose d’aborder dans cette partie discussion/perspective. 

 

1. Quelle est la nature des niches médullaires occupées par les MPPs et quel 

     ’                               x                             -médullaire de 

ces cellules ?  

Comme décrit dans l’introduction du manuscrit, les CMPs et les CLPs sont, chez la 

souris, générés à partir de différentes sous-populations de MPPs : les MPP2 et 3 

présentent un biais myéloïde et se différencient en CMPs, tandis que les MPP4 sont 

orientés vers le lignage lymphoïde et génèrent les CLPs (Pietras et al., 2015). La 

localisation intra-médullaire et la nature des niches occupées par ces sous-

populations de MPPs restent à définir. Certains travaux suggèrent néanmoins une 

localisation différentielle des sous-populations de MPPs en fonction de leur 

spécification. Ainsi, les données du groupe de M. Kondo suggèrent que les MPPs 

biaisés myéloïde (VCAM-1+) sont retrouvés à proximité de l’os, alors que les MPPs 

biaisés lymphoïde (VCAM-1-) se localisent préférentiellement à proximité du sinus 

central (Lai et al., 2009). Bien que ces travaux mettent en évidence que la 

localisation des MPPs VCAM-1- est dépendante des RCPG, ils ne rapportent pas de 

rôle de Cxcr4 dans la régulation de ce processus. L’implication de la signalisation de 

Cxcr4 dans la localisation des MPPs a été récemment investiguée par le groupe de 

J. Pereira. Leurs données rapportent en effet que les MPPs totaux se localisent à 

proximité des cellules péri-sinusoïdales exprimant l’IL-7, Scf et Cxcl12 (Cordeiro 

Gomes et al., 2016). Néanmoins, ces travaux n’abordent pas l’hétérogénéité du 

compartiment MPP ni l'impact de la localisation de ces cellules sur leur devenir. 

Dans le cadre de notre troisième production, nous avons dans un premier temps 

rapporté que les sous-populations de MPPs présentent à leur surface des niveaux 

d’expression comparables de Cxcr4 qui ne sont pas modifiés par la mutation gain de 

fonction de Cxcr4. D’un point de vue fonctionnel, nous avons confirmé l’hyperactivité 

de Cxcr4 sur les MPPs des souris mutantes, se traduisant notamment par un défaut 

de désensibilisation du récepteur et une migration exacerbée en réponse à Cxcl12. 

Nous avons ensuite appréhendé la composition du compartiment MPP au sein de la 

MO des souris porteuses ou non de la mutation Cxcr41013. Nos résultats ont révélé 

une diminution du nombre de MPP4, alors que les nombres de MPP2 et 3 sont 
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augmentés. Ces données suggèrent que ces sous-populations n’ont pas la même 

dépendance envers l’axe Cxcl12/Cxcr4 pour leur développement et qu’elles 

pourraient se localiser dans des niches médullaires différentes. Bien que l’étude du 

compartiment MPP au sein de la fraction osseuse, de la rate et des poumons 

suggère que la diminution du nombre de MPP4 observée dans la fraction médullaire 

ne résulte pas d’une redistribution anormale de ces cellules à proximité de l’os ou en 

périphérie, l’ensemble de ces données a été généré par CF, ce qui ne permet pas 

d’exclure formellement la possibilité d’une localisation altérée des MPP4 mutants au 

sein de la MO. Dans le cadre de notre étude, il serait donc informatif de déterminer si 

le processus de désensibilisation de Cxcr4 est impliqué dans la localisation intra-

médullaire des MPPs en utilisant des techniques d’imagerie.  

Cette étude constitue le projet de recherche du Dr. Julia Lemos, post-doctorante 

sous la direction du Dr. Karl Balabanian, au sein de notre équipe. Elle étudie 

actuellement la localisation des différentes sous-populations de MPPs au sein de la 

MO des souris porteuses ou non de la mutation Cxcr41013 principalement par 

microscopie confocale 3D en combinant des marquages par IF (Ac) et par 

RNAscope (sonde ARN) de cellules mésenchymateuses/vasculaires (LepR, 

ostéopontine, endomucine, laminine) et hématopoïétiques (CD150, CD48, Flt3) sur 

des coupes de MO (> 70 μm).  

Par ailleurs, notre équipe développe actuellement une autre stratégie basée sur le 

transfert adoptif de MPPs marqués au CellTraceViolet (CTV) (Figure 29). Des 

expériences préliminaires basées sur l’injection intra-veineuse de 2x104 MPP2/3 ou 

MPP4 CTV+ sauvages à des souris receveuses sauvages ont été réalisées. Deux 

jours après l’injection, les MPPs CTV+ issus de la souris donneuse sont détectables 

par CF dans la MO des souris receveuses ce qui valide notre protocole expérimental. 

L’analyse des coupes de MO des souris receveuses par imagerie confocale nous 

permettra ensuite d’appréhender la localisation des différentes sous-populations de 

MPPs, ainsi que les cellules mésenchymateuses ou vasculaires avec lesquelles elles 

interagissent. Par la suite, ce protocole expérimental s'étendra aux MPPs porteurs de 

la mutation Cxcr41013, ce qui permettra d’étudier l’impact intrinsèque du gain de 

fonction de Cxcr4 sur la localisation intra-médullaire des MPPs. Dans l’hypothèse où 

les MPPs mutants présentent une localisation altérée, des expériences de transfert 

adoptif en compétition (e.g. 50% MPPs Cxcr41013 marqués au CTV, 50% MPPs 

sauvages marqués au CellTraceYellow (CTY)) seront réalisées afin de déterminer si 
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le gain de fonction de Cxcr4 confère ou non aux MPPs un avantage sélectif pour 

l’accès aux niches. Alternativement, des MPPs de souris sauvages pourront être 

injectés à des souris receveuses mutantes afin d’étudier les effets extrinsèques de la 

signalisation de Cxcr4 sur ce même processus. Enfin, il convient de mentionner que 

l’ensemble de ces protocoles permettrait d’étudier concomitamment les effets 

intrinsèques et extrinsèques de la signalisation de Cxcr4 sur la balance 

quiescence/cycle des MPPs. En effet, les marquages CTV et CTY sont 

progressivement perdus au cours des divisions cellulaires successives, permettant 

ainsi le suivi de la prolifération des MPPs au cours du temps. Cette étude serait 

particulièrement intéressante compte tenu de nos données qui rapportent un statut 

hyperprolifératif des MPP3 et des MPP4 mutants. Les expériences décrites ci-dessus 

nous permettraient ainsi de déterminer si les anomalies prolifératives des MPP3 et 4 

résultent de défauts intrinsèques ou extrinsèques au regard de la signalisation de 

Cxcr4. 

 

Figure 29 : Procédure expérimentale du transfert de MPPs       ’ v           
localisation intra-médullaire et leur statut prolifératif. 

Les cellules de MO de souris sauvages ont été marquées au CTV puis 2x104 
MPP2/3 CTV+ ou MPP4 CTV+ ont été triés avant leur injection à des souris 
receveuses sauvages. Deux jours après injection, la MO des souris receveuses a été 
analysée par CF afin de détecter les MPPs CTV+ issus de la souris donneuse. 

 

Dans l’hypothèse où nos analyses par imagerie rapportent une localisation altérée 

des MPPs mutants au regard du réseau vasculaire marqué à la laminine ou à 

l’endomucine, nous pourrions chercher à confirmer ce résultat en utilisant une autre 

stratégie. En effet, un protocole basé sur l’injection intra-veineuse d’un Ac anti-CD45 

couplé à un fluorochrome a été rapporté dans la littérature et permettrait 

d’appréhender le positionnement vasculaire versus mésenchymateux des MPPs 

sauvages et mutants par CF (Pereira et al., 2009). D’un point de vue expérimental, 

les souris sauvages et mutantes seraient injectées avec l’Ac anti-CD45 deux minutes 
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avant leur sacrifice ce qui permet de marquer spécifiquement les cellules 

hématopoïétiques localisées à proximité des vaisseaux. La fraction médullaire de la 

MO serait ensuite extraite puis marquée avec des Ac dirigés contre les marqueurs 

spécifiques des différentes sous-populations de MPPs (c-Kit, Sca-1, CD48, CD150, 

Flt3). L’analyse par CF permettrait ensuite de déterminer si la proportion de MPP2, 3 

et 4 sinusoïdaux (CD45+) est modifiée chez les souris porteuses de la mutation 

Cxcr41013 ce qui suggèrerait une localisation intra-médullaire altérée des MPPs 

mutants. 

 

Par ailleurs, nous menons actuellement au sein du laboratoire une étude visant à 

identifier des paires ligands/récepteurs impliquées dans les échanges bi-

directionnels qui s’établissent entre les MPPs et les cellules de leurs niches. Dans ce 

but, nous établissons actuellement en collaboration avec les Drs. Michel Aurrand-

Lions et Stéphane Mancini (CRCM, Inserm U1068, CNRS UMR7258, Marseille) un 

trans-interactome sur la base de données transcriptomiques obtenues par RNAseq à 

partir des MPPs et des différentes cellules mésenchymateuses porteuses ou non de 

la mutation Cxcr41013. Dans la suite de ce travail, l’équipe se focalisera sur les 

molécules dont l’expression transcriptionnelle au sein des MPPs ou des cellules 

stromales est modifiée en présence de la mutation Cxcr41013. Afin de valider le rôle 

joué par les paires ligands/récepteurs identifiées dans la spécification lympho-

myéloïde des MPPs, des co-cultures entre cellules mésenchymateuses et sous-

populations de MPPs porteuses ou non de la mutation Cxcr41013 seront traitées avec 

des inhibiteurs spécifiques de ces protéines. L’impact de ces inhibiteurs sur la 

spécification et la différenciation des MPPs sera ensuite évalué par Biomark et CF. À 

terme, cette étude devrait permettre d’identifier de nouveaux régulateurs de la 

spécification des MPPs.   

 

2. Quel est le rôle du microenvironnement médullaire dans la spécification des 

MPPs ? 

Bien que la nature exacte des niches médullaires occupées par les différentes sous-

populations de MPPs demeure inconnue, certains travaux suggèrent un impact de 

leur positionnement médullaire sur leur spécification. Le groupe de M. Kondo a 

rapporté que le traitement des MPPs VCAM-1- biaisés lymphoïde par de la PTX, qui 

inhibe la migration de ces cellules vers le sinus central de la MO, est associé avec un 
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biais myéloïde de ces cellules (Lai et al., 2009). Ainsi, ces données suggèrent que la 

localisation des MPPs VCAM-1- dans la région centrale de la MO est requise à leur 

différenciation lymphoïde. Les travaux du groupe de J. Pereira rapportent quant à 

eux que la délétion conditionnelle de Cxcl12 dans les cellules péri-sinusoïdales IL-7+ 

entraine une diminution des nombres de MPPs et de progéniteurs lymphoïdes dans 

la MO, suggérant que le positionnement des MPPs au sein de la niche péri-

vasculaire assure leur maintien et leur différenciation lymphoïde (Cordeiro Gomes et 

al., 2016). Cependant, ces travaux n’investiguent pas l’impact de l’axe Cxcl12/Cxcr4 

sur la différenciation de chacune des sous-populations de MPPs. 

Au cours de notre étude, nous avons réalisé des expériences croisées de 

reconstitution de l’hématopoïèse à court et à long terme afin de déterminer si les 

anomalies observées au sein du compartiment MPP résultaient de défauts 

intrinsèques (CSPHs) et/ou extrinsèques (stroma). Nos résultats mettent en évidence 

que l’augmentation des MPP2 et 3 dans la MO des souris mutantes résulte de 

défauts à la fois intrinsèques et extrinsèques au regard de la signalisation de Cxcr4. 

Ces données suggèrent ainsi un rôle du compartiment stromal dans le biais myéloïde 

du compartiment MPP observé chez les souris mutantes. Par ailleurs, si le 

compartiment stromal ne semble pas impliqué dans la diminution du nombre de 

MPP4, nous n’avons pas étudié la balance quiescence/cycle, le métabolisme et la 

spécification des MPP4 sauvages au sein des souris chimériques porteuses de la 

mutation Cxcr41013 sur le compartiment stromal. Ainsi, nous ne pouvons pas 

formellement écarter une contribution de ce compartiment dans les anomalies 

prolifératives, métaboliques et/ou de différenciation que nous observons au sein des 

MPP4 mutants. Par ailleurs, notre équipe a récemment rapporté une altération des 

niches ostéo-vasculaires chez les souris porteuses de la mutation Cxcr41013, illustrée 

par une diminution de la masse osseuse et du nombre de travées osseuses (Nguyen 

et al., soumis). Ces anomalies sont associées avec des défauts quantitatifs des 

cellules mésenchymateuses ainsi qu’une altération de la différenciation ostéogénique 

des CSMs. Compte tenu de ces résultats, il est tentant d’émettre l’hypothèse que ces 

dérégulations pourraient altérer la capacité des niches médullaires à soutenir la 

spécification lymphoïde des MPPs. Par ailleurs, lors de nos expériences de 

reconstitution de l’hématopoïèse, nous avons également évalué l’impact de 

l’hématopoïèse porteuse de la mutation Cxcr41013 sur le stroma médullaire sauvage. 

Ainsi, lorsque des cellules médullaires CD45.2+ sauvages ou mutantes ont été 
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injectées à des souris receveuses sauvages CD45.1+, nous avons observé trois et 

seize semaines post-transplantation une diminution du nombre de cellules 

mésenchymateuses chez les souris ayant reçu des cellules médullaires mutantes en 

comparaison avec les souris greffées avec des cellules médullaires sauvages. Dans 

leur ensemble, ces données suggèrent un rôle de la désensibilisation de Cxcr4 dans 

les échanges bi-directionnels établis entre les CSPHs et le stroma au sein de 

l’écosystème médullaire. 

Afin de mieux caractériser l’impact du gain de fonction de Cxcr4 sur les échanges 

s’établissant entre les différentes composantes de l’écosystème médullaire, Zeina 

Abou-Nader, étudiante en 2ème année de thèse sous la direction du Dr. Karl 

Balabanian (co-encadrant: Dr. Marion Espéli), développe actuellement au sein de 

notre équipe des systèmes de co-cultures entre les CSMs primaires et leurs dérivés 

(incluant les OBLs) et les différentes sous-populations de MPPs. Cette modélisation 

permettra d'appréhender l’impact du gain de fonction de Cxcr4 porté par les cellules 

mésenchymateuses sur la spécification des MPPs, en suivant la génération des 

progéniteurs et des cellules matures lympho-myéloïdes au cours du temps. 

Alternativement, des MPPs porteurs de la mutation Cxcr41013 pourront être cultivés 

en présence de cellules mésenchymateuses sauvages. Ces expériences nous 

permettront de déterminer l’impact du gain de fonction de Cxcr4 porté par les MPPs 

sur la composante stromale sauvage. Lors de ces analyses, nous nous focaliserons 

sur les processus qui sont dérégulés à l’homéostasie chez les cellules 

mésenchymateuses de souris mutantes tels que le maintien, la balance 

quiescence/cycle et la différenciation ostéogénique des CSMs.  

 

Au cours de nos travaux, nous avons eu accès à des aspirats médullaires de deux 

patients atteints du SW et non apparentés. L’analyse par CF de ces échantillons a 

permis de mettre en évidence une diminution de la représentation en progéniteurs 

lymphoïdes (MLPs et CLPs), ce qui suggère une origine hématopoïétique à la 

lymphopénie observée en périphérie. Par ailleurs, les CSMs de patients atteints du 

SW présentent un défaut de différenciation ostéogénique (Nguyen et al., soumis). 

Afin d’étudier la contribution du microenvironnement médullaire dans les anomalies 

de lymphopoïèse observées chez les patients, un système de co-culture entre CSMs 

ou OBLs (dérivés des CSMs) humains, porteurs ou non du gain de fonction de 

CXCR4, et des CSPHs sains est envisagé par le laboratoire en collaboration avec 
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l'équipe du Dr. Claudine Blin-Wakkach (LP2M, UMR 7370 CNRS- Université Nice 

Côte d'Azur). Les cellules stromales pourraient être isolées à partir d’aspirats 

médullaires de patients atteints du SW et de donneurs sains. Dans ces co-cultures, 

nous pourrions étudier par Biomark et CF l’influence du stroma mutant sur la 

prolifération, le métabolisme et la différenciation des CSPHs sains. Les CSPHs 

sauvages conditionnés par les cellules stromales mutantes pourraient ensuite être 

extraites de ces co-cultures et injectés à des souris immunodéficientes NSG. La 

reconstitution des lignages lymphoïde et myéloïde humains au sein de ces souris 

serait alors étudiée par CF à différents temps post-transplantation afin de déterminer 

si la mise en contact de CSPHs sauvages avec un compartiment stromal mutant 

suffit à biaiser leur différenciation. Alternativement, les cross-interactions entre les 

CSPHs humains et le micro-environnement murin pourraient être limitées grâce à la 

formation d’organoïdes humains appelés « osselets » chez des souris NSG. Pour ce 

faire, des CSMs porteuses de la mutation Cxcr41013 seraient expandues avant d’être 

injectées à des souris NSG afin de former les osselets (Reinisch et al., 2017). Une 

fois les osselets formés (environ 6 à 8 semaines après la transplantation), des 

CSPHs porteurs ou non du gain de fonction de CXCR4 seraient ensuite injectés au 

sein de ces structures. La différenciation des CSPHs au sein des organoïdes et leur 

distribution dans le sang et la MO des souris seraient analysées par CF à partir de 6 

semaines post-transplantation. La formation des osselets nécessite néanmoins 

l’injection préalable de plusieurs millions de CSMs. De par notre expérience, de tels 

nombres de CSMs issus de prélèvements biologiques de patients atteints du SW 

sont difficiles à obtenir. Une alternative pourrait être de générer des CSMs mutantes 

à partir de cellules souches pluripotentes induites (CSPi). Dans cette optique, 

l'équipe du Dr. Claudine Blin-Wakkach, avec laquelle nous collaborons, est parvenue 

à générer des clones CSPi issues d’un patient atteint du SW et à les différencier en 

CSMs. Alternativement, et afin de nous affranchir de la faible disponibilité en aspirats 

médullaires de patients atteints du SW, la mutation CXCR41013 pourrait également 

être induite dans des CSMs sauvages (primaires ou dérivées à partir de CSPi) grâce 

au système CRISPR/Cas9. Dans leur ensemble, ces expérimentations permettraient 

d’évaluer in vitro et in vivo le potentiel de différenciation lymphoïde versus myéloïde 

des CSPHs humains porteurs du gain de fonction de CXCR4 et de déterminer si les 

éventuelles dérégulations observées résultent de défauts intrinsèques et/ou 

extrinsèques au regard de la signalisation de CXCR4. 
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3. Q                    ’ x   x  12/ x                                    versus 

myéloïde des MPPs ? 

Notre compréhension de la façon dont les signaux extrinsèques et intrinsèques 

déterminent le devenir lymphoïde versus myéloïde des MPPs est à ce jour encore 

parcellaire. Chez la souris adulte, les MPP1/ST-CSHs produisent à l’homéostasie un 

nombre restreint de MPPs biaisés myéloïdes (MPP2 et MPP3) et une quantité plus 

importante de MPPs biaisés lymphoïdes (MPP4) (Pietras et al., 2015). Ce schéma 

de différenciation est modifié en condition de régénération de l’hématopoïèse afin de 

s’adapter aux besoins de l’organisme. En effet, durant les 2 premières semaines 

suivant leur injection à des souris irradiées sous-létalement, les CSHs génèrent 

majoritairement des MPP2/3 afin d’assurer la reconstitution du compartiment 

myéloïde avant de retrouver leur schéma de différenciation homéostatique à partir de 

la 3ème semaine post-injection. Cela s’accompagne d’une reprogrammation myéloïde 

des MPP4 exacerbant leur potentiel GM ce qui leur permet de contribuer à la 

reconstitution du compartiment GM conjointement aux MPP2 et 3. Plusieurs études 

ont montré que cette reprogrammation est induite en réponse à différentes cytokines 

pro-inflammatoires telles que l’IL-6, l’IL-1 ou le TNF-α (Pietras et al., 2015; Pietras et 

al., 2016; Reynaud et al., 2011; Yamashita et Passegué, 2019). 

Dans le cadre de notre étude, nous avons identifié deux mécanismes distincts qui 

pourraient contribuer à la lymphopénie observée chez les souris porteuses de la 

mutation Cxcr41013 : l’appauvrissement de la MO en MPP4 et la perte de potentiel 

lymphoïde de ces cellules. La contraction du compartiment MPP4 chez les souris 

mutantes semble résulter d’un défaut de production de ces cellules à partir des ST-

CSHs/MPP1. De façon intéressante, un traitement chronique par l’AMD3100, un 

antagoniste spécifique de Cxcr4, permet la normalisation du nombre de MPP4 dans 

la MO des souris mutantes, renforçant l’hypothèse d’un rôle prépondérant de l’axe 

Cxcl12/Cxcr4 dans la régulation de la composition du compartiment MPP. Cette 

question est particulièrement intéressante dans notre modèle murin qui est non 

seulement porteur d’une mutation gain de fonction de Cxcr4, mais qui présente 

également une augmentation des taux du ligand Cxcl12 dans la MO (Nguyen et al, 

soumis) et la rate (Freitas et al., 2017) en comparaison aux souris sauvages comme 

déterminé par ELISA (Figure 30A). Ainsi, l’augmentation des taux médullaires de 

Cxcl12 chez les souris mutantes pourrait contribuer à l’établissement du biais 
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myéloïde du compartiment MPP observé dans la MO de ces mêmes souris. Cette 

hypothèse s’appuie également sur des résultats préliminaires générés à partir de 

souris mutantes croisées avec la lignée Cxcl12Dsred/+ qui rapporte l'expression 

endogène de Cxcl12 (Ding & Morrison, 2013), mais qui du fait de l'hémizygotie pour 

Cxcl12, présente des taux médullaires de Cxcl12 diminués. En conséquence, les 

souris +/1013 et 1013/1013 ; Cxcl12Dsred/+ possèdent des taux médullaires de Cxcl12 

similaires à ceux observés chez des souris sauvages (Figure 30A). Par ailleurs, 

l’analyse du compartiment MPP chez les souris +/1013 et 1013/1013 ; Cxcl12Dsred/+ 

révèle une normalisation des nombres de MPP2, MPP3 et MPP4 dans la MO 

(Figure 30B). Compte tenu de ces résultats, il est tentant d’émettre l’hypothèse que 

la normalisation des taux médullaires de Cxcl12 permet la restauration du schéma de 

différenciation homéostatique des ST-CSHs mutants en MPP2, 3 et 4 conduisant 

ainsi à la réversion du biais myéloïde du compartiment MPP. Afin de valider cette 

hypothèse, il serait judicieux de déterminer si l’expression des gènes clés de la 

différenciation lymphoïde versus myéloïde est restaurée au sein de ST-CSHs de 

souris +/1013 et 1013/1013 ; Cxcl12Dsred/+. Cette hypothèse est également étayée 

par les résultats que nous avons obtenus dans le cadre de la production 2 qui 

rapportent un effet de Cxcl12 sur la différenciation des ST-CSHs. Bien que nos 

données rapportant in vitro un effet pro-lymphoïde de Cxcl12 semblent en 

contradiction avec les résultats obtenus sur les souris +/1013 et 1013/1013 ; 

Cxcl12Dsred/+, il convient de mentionner que les données de la production 2 ont été 

générées uniquement à partir de ST-CSHs issues de souris sauvages. Ces 

expérimentations nécessitent désormais d’être étendues aux ST-CSHs porteuses de 

la mutation Cxcr41013 afin de déterminer in vitro l’effet de Cxcl12 sur leur potentiel de 

différenciation. De plus, il s’avère difficile dans ces conditions de culture de 

reproduire avec précision l’environnement chimiokinique auquel les ST-CSHs sont 

soumises in vivo au sein de l’écosystème médullaire. En effet, les concentrations que 

nous avons déterminé par ELISA ne reflètent probablement pas l’entièreté du stock 

de Cxcl12 présent au sein de la cavité médullaire du fait des mécanismes régulant la 

biodisponibilité et l’activité de cette CK qui surviennent dans la MO (ancrage aux 

GAGs, protéolyse). Au sein de la MO, les cellules sont conditionnées par les taux de 

Cxcl12 auxquels elles sont soumises ce qui va influer sur leur potentiel de 

différenciation in vitro. D’après nos quantifications par ELISA, les ST-CSHs issues de 

la MO de souris +/1013 et 1013/1013 ; Cxcl12Dsred/+ ont été exposées au sein de 
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l’écosystème médullaire à une concentration en Cxcl12 moindre que les ST-CSHs de 

souris +/1013 et 1013/1013 qui n’ont pas été croisées avec la lignée Cxcl12Dsred/+. 

Ainsi, il serait intéressant de réaliser des tests de différenciation in vitro à partir de 

ST-CSHs isolées de la MO des souris sauvages, +/1013 et 1013/1013 ; Cxcl12Dsred/+ 

sans ajout exogène de Cxcl12 au milieu de culture afin de déterminer si la diminution 

des taux médullaires de Cxcl12 chez les souris de la lignée Cxcl12Dsred/+ suffit à 

restaurer le schéma de différenciation des ST-CSHs porteuses de la mutation 

Cxcr41013 in vitro. Prises ensemble, ces données apporteront des éléments de 

réponse sur le rôle joué par l’augmentation des taux médullaires de Cxcl12 dans le 

biais myéloïde du compartiment MPP observé chez les souris porteuses de la 

mutation Cxcr41013. 

 

Figure 30 : Normalisation de la composition du compartiment MPP chez les 
souris qui présentent un gain de fonction de Cxcr4 et une hémizygotie pour 
Cxcl12. 

(A) Taux de Cxcl12 déterminés à partir de surnageants de MO de souris sauvages, 
+/1013 et 1013/1013 croisées ou non avec la lignée rapportrice Cxcl12Dsred/+. Les 
données ont été obtenues par ELISA et proviennent de 3 expériences indépendantes 
(4 à 5 souris par groupe). (B) Nombres absolus de MPP2, 3 et 4 dans la MO de 
souris sauvages, +/1013 et 1013/1013 ; Cxcl12Dsred/+. Les données ont été obtenues 
par CF et proviennent de 2 expériences indépendantes (5 à 11 souris par groupe). 
La différence de significativité entre les groupes sauvages et mutants est déterminée 
par test t de Student bilatéral *, P < 0,05 et **, P < 0,005. 

 
Par ailleurs, nos données révèlent des dérégulations de l’identité moléculaire des 

MPP4 porteurs de la mutation Cxcr41013 qui vont impacter leur potentiel à produire 

des cellules lymphoïdes. En effet, nos études transcriptomiques par RNAseq et 

Biomark mettent en évidence que les MPP4 mutants exploitent leur potentiel pro-GM 

intrinsèque, comme illustré par l’augmentation de l’expression de Mpo et Irf8, ce qui 

contribue au biais myéloïde caractéristique de la MO des souris mutantes. À 

l’inverse, l’expression des gènes clés de la différenciation lymphoïde est diminuée au 

sein des MPP4 mutants, ce qui pourrait participer à l’établissement de l'état 
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lymphopénique observé en périphérie. De manière intéressante, nous avons observé 

à l'homéostasie dans les MPP4 mutants une diminution de l’expression 

transcriptionnelle et protéique de Flt3, un marqueur membranaire qui permet 

phénotypiquement de les séparer des MPP2/3, et in vitro une augmentation de la 

représentation en MPP3 générés à partir de culture de MPP4 mutants. Ces données 

suggèrent que les MPP4 porteurs de la mutation de Cxcr4 sont phénotypiquement et 

fonctionnellement proches des MPP3. Dans leur ensemble, ces résultats suggèrent 

que les MPP4 porteurs du gain de fonction de Cxcr4 effectuent une reprogrammation 

myéloïde similaire à celle rapportée en condition de régénération de l’hématopoïèse 

(Pietras et al., 2015). Il convient de mentionner que les souris porteuses de la 

mutation Cxcr41013 présentent une monocytopénie et une neutropénie circulantes 

(Balabanian et al., 2012). Compte tenu de ces données et de nos résultats, nous 

émettons l’hypothèse que la reprogrammation myéloïde des MPP4 mutants 

constituent un mécanisme compensatoire visant à corriger ces anomalies myéloïdes. 

Par ailleurs, compte tenu de l’augmentation des taux médullaires de Cxcl12 chez les 

souris mutantes, il nous est apparu pertinent d’étudier l’impact de cette CK sur la 

différenciation des MPP4. Dans ce but, nous avons isolé 5x102 MPP4 de la MO de 

souris sauvages que nous avons mis en culture en présence de différentes 

concentrations de Cxcl12. Après 7 jours de différenciation, nous avons observé une 

augmentation du nombre de cellules myéloïdes matures dans les cultures traitées 

par Cxcl12 (Figure 31). L’ajout d’AMD3100 permettait d’inhiber de façon drastique la 

différenciation myéloïde des MPP4, indiquant que ces effets sont médiés par Cxcr4. 

Ces expérimentations, qui nécessitent d’être désormais étendues aux MPP4 

porteurs de la mutation Cxcr41013, mettent ainsi en évidence un rôle de l’axe 

Cxcl12/Cxcr4 dans l'expression du potentiel de différenciation myéloïde des MPP4 in 

vitro. De plus, ces données suggèrent que l’augmentation des taux médullaires de 

Cxcl12 observés chez les souris mutantes pourrait contribuer à la reprogrammation 

myéloïde des MPP4. Enfin, compte tenu du rôle de certaines cytokines pro-

inflammatoires telles que l’IL-1, l’IL-6 et le TNF-α dans la mise en place de cette 

reprogrammation (Reynaud et al., 2011; Pietras et al., 2016; Yamashita and 

Passegué, 2019), il serait intéressant d’établir le profil cytokinique des souris 

porteuses de la mutation Cxcr41013 par ELISA ou Luminex. Dans leur ensemble, ces 

données permettraient d’obtenir des éléments de réponse sur l’origine de la 

reprogrammation myéloïde des MPP4 mutants. 
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Figure 31 : Exacerbation du potentiel de différenciation myéloïde des MPP4 en 
présence de Cxcl12 in vitro. 

5x102 MPP4 triés de la MO de souris sauvages ont été mis en culture en milieu 
liquide supplémenté en cytokines (SCF, IL-3, IL-6, IL-7 et Flt3-L). Dans les conditions 
indiquées, différentes concentrations de Cxcl12 et d’AMD3100 ont été ajoutées au 
milieu de culture au début de l’expérience. Le nombre absolu de cellules myéloïdes 
matures (Gr1+CD11b+) générées au sein de ces cultures a été déterminé après 7 
jours de différenciation par CF. Les données proviennent de 2 expériences 
indépendantes (4 souris par groupe). La différence de significativité entre les 
conditions sans et avec Cxcl12 est déterminée par test t de Student bilatéral *, P < 
0,05 et ***, P < 0,0005. 

 
 . Q           ’                                                          

observées au sein des MPP4 mutants ? 

Les CSPHs dépendent de deux processus distincts pour produire l’énergie 

nécessaire à leur quiescence, leur prolifération et leur différenciation : la glycolyse et 

l’OXPHOS (Shyh-Chang et al., 2013). Le recours à la glycolyse est associé avec un 

état de quiescence des CSHs et permet de limiter les dommages cellulaires induits 

par les ROS produites lors de l’OXPHOS (Folmes et al., 2012). La transition à un état 

plus prolifératif qui accompagne la différenciation des CSHs est associée à une 

augmentation des besoins énergétiques qui nécessite un biais métabolique en faveur 

de l’OXPHOS. Ces changements métaboliques sont en partie médiés par la voie 

mTOR qui promeut la biogénèse mitochondriale et l’OXPHOS (Chen et al., 2008). 

Par ailleurs, mTOR est un régulateur central de nombreux processus biologiques tels 

que l’autophagie, la traduction protéique et le cycle cellulaire. La régulation du 

métabolisme des CSHs est crucial pour le maintien de l’intégrité des composants 

cellulaires comme illustré par l’étude du vieillissement. En effet, les CSHs de souris 

âgées présentent une hyperactivation de la voie OXPHOS et une surproduction de 

ROS associées à une accumulation de mitochondries endommagées et de mutations 

au sein de l’ADN mitochondrial (Harman, 2003; Ho et al., 2017; Mohrin et al., 2015). 



261 

 

Dans notre modèle murin du SW, nous avons observé une hyper-phosphorylation de 

mTOR et de l’une de ses cibles, la protéine S6, au sein des MPP4 mutants en 

réponse à Cxcl12. Un pré-traitement des MPP4 mutants par l’AMD3100 permettait 

de corriger le niveau de phosphorylation de mTOR, suggérant que l’hyperactivation 

de cette voie dans ces cellules était directement liée à la signalisation de Cxcr4. De 

plus, nous avons détecté au sein des MPP4 mutants un enrichissement en 

mitochondries endommagées qui se caractérisent par un faible potentiel de 

membrane mitochondrial (TMRElow) et des marquages Cytochrome C et TOMM20 

fragmentés. Cette accumulation pourrait résulter d’un défaut d’élimination des 

mitochondries endommagées et/ou d’une augmentation des dommages 

mitochondriaux causés par les niveaux élevés de ROS que nous observons dans les 

MPP4 mutants. Compte tenu du rôle inhibiteur de mTOR sur le processus 

autophagique et de son rôle activateur envers l’OXPHOS, il est légitime de supposer 

que l’hyperactivation de la voie mTOR soit à l’origine de l’accumulation des 

mitochondries endommagées au sein des MPP4 mutants. Ainsi, une comparaison du 

niveau d’activation de mTOR et de sa cible S6 entre les fractions TMRElow et 

TMREhigh permettrait d’appréhender l’impact de cette voie de signalisation sur 

l’intégrité de la machinerie mitochondriale des MPP4 sauvages ou mutants. Dans 

l’hypothèse où nos résultats mettent en évidence une hyperactivation de la voie 

mTOR dans la fraction TMRElow, il serait ensuite intéressant de déterminer si 

l’inhibition de cette voie à l’aide de la rapamycine suffit à restaurer l’intégrité de la 

machinerie mitochondriale de ces cellules. Dans ce but, nous pourrions cultiver des 

MPP4 TMRElow triés à partir de la MO de souris sauvages ou mutantes en présence 

de différentes concentrations de rapamycine et suivre l’effet de ce traitement sur 

l’intégrité du compartiment mitochondrial par CF grâce au marqueur TMRE.  

Dans le cadre de notre étude, il serait également intéressant de déterminer si 

l’accumulation de mitochondries endommagées dans la fraction TMRElow découle 

d’un défaut d’élimination de ces organites et/ou d’une augmentation des dommages 

mitochondriaux induits par l’élévation des niveaux de ROS dans ces cellules. Dans 

ce but, nous pourrions comparer l’intensité du marquage Cyto-ID (Enzo Life 

Sciences), une sonde qui devient fluorescente au contact des vésicules produites 

lors de l’autophagie, entre la fraction TMRElow et TMREhigh. L’impact des ROS sur 

l’accumulation de mitochondries endommagées pourrait quant à lui être appréhendé 

en cultivant des MPP4 TMRElow en présence d’agents antioxydants tels que la NAC. 
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Dans le cadre de cette étude, nous devrions en premier lieu déterminer la 

concentration de NAC permettant la normalisation des niveaux de ROS dans les 

MPP4 TMRElow, puis suivre l’effet de ce traitement sur l’intégrité du compartiment 

mitochondrial par CF grâce au marqueur TMRE. L’ensemble de ces données sera 

dans un premier temps généré à partir de MPP4 TMREhigh ou TMRElow isolés de la 

MO de souris sauvages afin d’apporter des réponses plus précises quant à l’origine 

de l’accumulation des mitochondries endommagées observées dans la fraction 

TMRElow. Ces expérimentations seront ensuite répétées à partir de MPP4 TMREhigh 

ou TMRElow mutants afin d’étudier l’impact du gain de fonction de Cxcr4 sur 

l’autophagie et les dommages mitochondriaux induits par les ROS. 

 

5. Par quels mécanismes le métabolisme mitochondrial régule-t-il la 

spécification lymphoïde versus myéloïde des MPP4 ? 

Dans le cadre de nos travaux, nous avons comparé le potentiel de différenciation in 

vitro des populations MPP4 selon leur statut TMRElow ou TMREhigh. Cette étude avait 

pour but de déterminer si le remodelage de la machinerie mitochondriale au sein des 

MPP4 impactait leur potentiel de différenciation. Nos résultats ont mis en évidence, 

indépendamment du port de la mutation Cxcr41013, une capacité accrue de la 

population TMRElow à produire des GMPs et des cellules myéloïdes matures en 

comparaison à la population TMREhigh. Ces données permettent d’émettre 

l’hypothèse que les dérégulations de la machinerie mitochondriale qui caractérisent 

la population TMRElow engendrent un biais de différenciation myéloïde de ces 

cellules. Cette hypothèse s’appuie également sur des données préliminaires 

obtenues in vivo à partir de MPP4 sauvages (Figure 32). En effet, afin d’étudier 

l’impact des dérégulations métaboliques sur le potentiel de différenciation lymphoïde 

versus myéloïde des MPP4 in vivo, nous avons injecté 6x103 MPP4 TMREhigh ou 

TMRElow CD45.2+ sauvages à des souris receveuses CD45.1+ sauvages irradiées 

sous-létalement. Quatorze jours après la transplantation, la population TMREhigh a, 

comme attendu, généré une progénie composée très majoritairement de LB et 

d’environ 5% de cellules myéloïdes. En comparaison, la population TMRElow a 

engendré une proportion de cellules myéloïdes matures environ trois fois plus 

importante. Ainsi, nos résultats indiquent que la population TMRElow présente une 

diminution du potentiel lymphoïde et une augmentation du potentiel myéloïde en 

comparaison à la population TMREhigh. En outre, ces données suggèrent que 
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l’accumulation de la population TMRElow chez les souris mutantes pourrait être à 

l’origine du biais myéloïde dans les MPP4 mutants. Afin de valider cette hypothèse, 

ce protocole expérimental doit désormais être répété à partir de MPP4 TMREhigh ou 

TMRElow CD45.2+ mutants ce qui n’a pu être réalisé avant le rendu du manuscrit du 

fait d’une panne de l’irradiateur de l’Institut de Recherche Saint-Louis survenue 

durant le confinement lié au COVID. Nos expériences de différenciation en milieu 

liquide supplémenté en cytokines suggèrent néanmoins que, à l’instar des 

populations sauvages, le potentiel de différenciation myéloïde in vitro des MPP4 

TMRElow mutants est exacerbé en comparaison en comparaison aux MPP4 TMREhigh 

mutants. 

 

 
Figure 32 : Association du statut mitochondrial avec le potentiel lympho-
myeloïde des MPP4. 

6x103 MPP4 sauvages TMREhigh ou TMRElow CD45.2+ ont été injectés à des souris 
receveuses sauvages CD45.1+ irradiées sous-létalement. Les proportions de cellules 
myéloïdes (Gr1+CD11b+) et de LB (CD19+B220+) CD45.2+ dans la MO des souris 
receveuses ont été déterminées 14 jours après l’injection. Les données ont été 
obtenues par CF et proviennent d’une expérience (3 souris par groupe). La 
différence de significativité entre les groupes TMREhigh et TMRElow est déterminée 
par test t de Student bilatéral *, P < 0.05. 

 
Chez les CSHs âgées, l’accumulation de ROS et de mitochondries endommagées 

est associée avec un biais de différenciation myélo-érythroïde au détriment du 

lignage lymphoïde (Rossi et al., 2005; Beerman et al., 2010; Dykstra et al., 2011). 

Par ailleurs, la sénescence hématopoïétique a été associée avec certaines 

modifications des marques épigénétiques. Ainsi, les CSHs de souris âgées 

présentent une augmentation globale du taux de méthylation de l’ADN (Sun et al., 

2014a). Par ailleurs, l’expression de gènes codant certaines enzymes épigénétiques 

telles les histone déacétylases (HDAC) 1,5 ou 6 et la méthyltransférase Dnmt3b est 
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diminuée au sein des CSHs âgées en comparaison aux CSHs jeunes (Chambers et 

al., 2007). Compte tenu du fait que les ROS et d’autres produits dérivés du cycle de 

Krebs servent de co-facteurs et de substrats pour les enzymes épigénétiques, il est 

tentant d’émettre l’hypothèse que les dérégulations métaboliques observées au sein 

des MPP4 mutants conduisent à une modification des marques épigénétiques 

régulant l’expression des gènes clés de la spécification lymphoïde versus myéloïde. 

Afin de tester cette hypothèse, nous pourrions tout d’abord évaluer globalement 

l’ouverture chromatinienne des MPP4 sauvages et mutants par séquençage de 

l’ADN après traitement au bisulfite de sodium ou précipitation des cytosines 

méthylées (ATAC-seq). Ensuite, nous pourrions valider l’état actif ou réprimé des 

promoteurs des gènes de la spécification lympho-myéloïde pour lesquels nous avons 

rapporté une expression dérégulée (ex : Flt3, Ikzf1, Dntt, Il-7rα, Bach2, Mpo et Irf8) 

par PCR après immunoprécipitation de la chromatine (ChIP). L’impact des 

modifications épigénétiques identifiées sur la différenciation des MPP4 pourrait 

ensuite être validé in vitro en restaurant les marques épigénétiques altérées en 

présence de la mutation Cxcr41013. Pour ce faire, nous pourrions mettre en culture 

des MPP4 mutants dans un milieu de différenciation supplémenté en co-facteurs des 

HDMs (ex: α-KG) ou des histones méthytransférases (ex : SAM), en fonction de la 

nature des dérégulations épigénétiques précédemment identifiées, et déterminer si 

ce traitement suffit à corriger le biais de différenciation myéloïde des MPP4 mutants. 

Dans leur ensemble, ces résultats permettront de déterminer si des dérégulations 

épigénétiques connectent le gain de fonction de Cxcr4 aux biais métabolique et 

myéloïde des MPP4 mutants. 

 

6. Les dérégulations métaboliques, prolifératives et de différenciation 

présentées par les MPP4 mutants sont-elles médiées par la voie de 

signalisation mTOR ? 

Compte tenu de nos résultats et des données de la littérature énoncées dans les 

paragraphes précédents, il est tentant d’émettre l’hypothèse que l'axe de 

signalisation CXCL12-CXCR4-mTOR constitue un régulateur-clef de la spécification 

des MPPs, dont les effets sont relayés par des modifications métaboliques et 

épigénétiques. Cette hypothèse est étayée par des résultats préliminaires générés 

au sein de notre équipe qui rapportent un impact de la rapamycine sur la 

différenciation des MPP4 TMRElow. Lors de cette unique expérience, nous avons 
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étudié le potentiel de différenciation in vitro de MPP4 sauvages selon leur statut 

TMRE (high versus low) et ce, en présence de doses croissantes de rapamycine 

(Figure 33). Nos résultats montrent une diminution des nombres de GMPs et de 

cellules myéloïdes matures générés au sein des cultures de MPP4 TMRElow traitées 

par la rapamycine après 4 et 7 jours de culture respectivement. De façon 

intéressante, la rapamycine ne semble avoir aucun effet sur la différenciation des 

MPP4 TMREhigh, ce qui suggère fortement que cette fraction n’est pas dépendante 

de la voie mTOR pour sa différenciation contrairement à la fraction TMRElow. En lien 

avec l’élévation des niveaux de ROS observée dans la population TMRE low, ces 

résultats indiquent que la voie mTOR est plus active au sein de la fraction TMRElow 

que dans la fraction TMREhigh. En outre, ces données suggèrent que la voie mTOR 

est responsable de l’exacerbation du potentiel myéloïde observée dans la fraction 

TMRElow. Ces expérimentations nécessitent désormais d’être reproduites et 

étendues aux cellules porteuses de la mutation Cxcr41013 afin de déterminer si le 

traitement par la rapamycine permet également de restreindre le potentiel myéloïde 

des populations TMRElow mutantes. 

 

 

Figure 33 : L'inhibition de la voie mTOR entraine une diminution de la 
différenciation myéloïde des MPP4 TMRElow. 

5x102 MPP4 TMREhigh ou TMRElow triés de la MO de souris sauvages ont été mis en 
culture en milieu liquide supplémenté en cytokines (SCF, IL-3, IL-6, IL-7 et Flt3-L). 
Dans les conditions indiquées, différentes concentrations de rapamycine ont été 
ajoutées au milieu de culture au début de l’expérience. Les nombres absolus de 
GMPs (CD34+CD16/32+) et de cellules myéloïdes matures (Gr1+CD11b+) générés au 
sein de ces cultures ont été déterminés après 4 et 7 jours de différenciation 
respectivement. Les données ont été obtenues par CF et proviennent d’une seule 
expérience (1 point par condition). 

 
Ces données sont intéressantes et suggèrent que la modulation de la voie mTOR à 

l’aide de la rapamycine pourrait permettre de corriger le biais myéloïde du 

compartiment MPP4 mutant qui est enrichi en cellules TMRElow. Afin de tester cette 
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hypothèse, nous étudierons prochainement in vivo les effets d’un traitement par la 

rapamycine sur les propriétés prolifératives, métaboliques et de différenciation des 

MPP4 porteurs ou non de la mutation Cxcr41013. Le protocole consistera en une 

injection intrapéritonéale quotidienne de 4 mg/kg de rapamycine pendant 2 

semaines, comme précédemment décrit dans la littérature (Yalcin et al., 2010). Des 

prélèvements sanguins seront effectués hebdomadairement afin de déterminer si la 

lymphopénie circulante est corrigée. Au terme du traitement, nous déterminerons s’il 

a permis de restaurer la quantité  de MPP4 dans la MO et de normaliser leurs profils 

métaboliques et prolifératifs grâce à des marquages Ki67/DAPI, MTG et TMRE. Ces 

données permettront ainsi de déterminer si les dérégulations prolifératives, 

métaboliques et de différenciation induites par le gain de fonction de Cxcr4 sont 

médiées par la voie de signalisation mTOR (Figure 34). 
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Figure 34 : Reprogrammation myéloide des MPP4 porteurs d'une mutation de 
Cxcr4: un imbroglio métabo-épigénétique ? 

Au sein des MPP4 porteurs d’un récepteur Cxcr4 sauvage, la liaison de Cxcl12 va 
induire une stimulation de la voie mTOR médiée par AKT. La voie mTOR va alors 
catalyser la production de mitochondries, sièges de l’OXPHOS, et inhiber le 
processus autophagique. Suite à l’activation de Cxcr4 par Cxcl12, le processus de 
désensibilisation homologue du récepteur se met en place afin d’empêcher une 
activation chronique des voies de signalisation médiées par Cxcr4. Grâce à ce 
processus de rétrocontrôle négatif, l’activité de la voie mTOR est régulée ce qui 
permet l’élimination des mitochondries endommagées par autophagie mais aussi le 
contrôle des niveaux de ROS produites par l’OXPHOS. En conséquence, les 
mitochondries présentes dans les MPP4 sont saines et possèdent un fort potentiel 
de membrane (TMREhigh). Les deux principaux processus métaboliques dont 
dépendent les MPP4, la glycolyse et l’OXPHOS, sont alors à l’équilibre. Dans ces 
conditions, les MPP4 sont caractérisés par un biais lymphoïde.  
Au sein des MPP4 porteurs du récepteur Cxcr4 tronqué dans sa partie C-ter, le 
processus de désensibilisation ne peut pas se mettre en place suite à l’activation de 
Cxcr4 par Cxcl12. En conséquence, la voie mTOR est hyperactive au sein de ces 
cellules. La suractivation de la voie mTOR conduit à un déséquilibre de la balance 
glycolyse/OXPHOS en faveur de l’OXPHOS. Ce biais métabolique entraîne une 
surproduction de ROS susceptibles de causer des dommages cellulaires engendrant 
une accumulation de mitochondries endommagées avec un faible potentiel de 
membrane (TMRElow). Cette accumulation pourrait également être consécutive à un 
défaut d’élimination des mitochondries endommagées suite à l’inhibition du 
processus autophagique engendré par la suractivation de la voie mTOR, ce qui reste 
à investiguer. Par des mécanismes moléculaires qui demeurent à élucider mais qui 
pourraient impliquer des modulations épigénétiques, ces dérégulations métaboliques 
vont engendrer un biais de différenciation myéloïde des MPP4 au détriment de leur 
potentiel lymphoïde.  
Le blocage de la signalisation Cxcr4 à l’aide de l’AMD3100 induit in vitro une 
normalisation de l’activité des voies AKT et mTOR au sein des MPP4 mutants. In 
vivo, ce traitement permet de corriger le défaut quantitatif en MPP4 des souris 
mutantes ainsi que l’intégrité du compartiment mitochondrial de ces cellules.  
La modulation de la voie mTOR par la rapamycine pourrait permettre de restaurer le 
potentiel lymphoïde des MPP4 mutants en rétablissant les profils métaboliques, 
l’autophagie et les marques épigénétiques dans ces cellules. 
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Titre : Rôle de la désensibilisation de CXCR4 dans la spécification lympho-myéloïde des progéniteurs hématopoïétiques multipotents. 
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Résumé : Les cellules souches et progéniteurs hématopoïétiques 

(CSPHs), incluant les progéniteurs multipotents (MPPs), sont 

responsables de la production des cellules immunes circulantes. Ils 

résident dans la moelle osseuse (MO) au sein de structures 

spécialisées, les niches endostéale et (péri)-vasculaire, qui régulent 

la spécification et l'engagement lymphoïde versus myéloïde des 

CSPHs. Dans la MO, le couple formé par la chimiokine CXCL12 et 

l’un de ses récepteurs, CXCR4, exerce un rôle clé dans la régulation 

de la rétention et la quiescence des CSPHs. Ces processus sont 

dérégulés dans le Syndrome WHIM (SW), une maladie immuno-

hématologique rare liée à des mutations autosomiques 

dominantes du gène codant CXCR4, qui altèrent la 

désensibilisation du récepteur et conduisent à un gain de fonction 

en réponse à CXCL12. Cliniquement, le SW se caractérise 

notamment par une profonde leucopénie circulante qui affecte les 

lignages lymphoïde et myéloïde et dont les mécanismes restent à 

déterminer. Grâce à un modèle murin génétiquement modifié du 

SW et à l'accès à des prélèvements biologiques de patients atteints 

du SW, nous avons testé l'hypothèse que la lymphopénie 

circulante associée au SW résultait de défauts hématopoïétiques 

dans la MO. Nous avons révélé un rôle clé de la désensibilisation 

de CXCR4 dans la différenciation lymphoïde des CSPHs et identifié 

les MPPs comme étant le stade défectueux dans le SW. La 

divergence entre les lignages lymphoïde et myeloïde se produit 

précisément à ce stade au sein duquel règne une hétérogénéité : 

les MPP2/3 sont biaisés myéloïde et les MPP4 sont orientés 

lymphoïde. Notre compréhension de la façon dont les signaux 

extrinsèques (niches) et intrinsèques aux MPPs déterminent leur 

devenir lymphoïde versus myéloïde est encore parcellaire. Dans 

ce contexte, l’objectif de ma thèse a été de déterminer si et 

comment la signalisation de CXCR4 régule la dépendance 

énergétique des MPPs et à comprendre comment les voies 

métaboliques façonnent leur spécification lympho-

myéloïde. Dans la MO des souris porteuses de la mutation gain 

de fonction de Cxcr4, nous avons observé une diminution du 

nombre de MPP4 qui contrastait avec l'augmentation des 

MPP2/3. L’analyse de prélèvements médullaires de patients a 

également permis de rapporter une diminution de la fréquence 

des progéniteurs lymphoïdes et une augmentation de celle des 

progéniteurs myéloïdes. Chez la souris mutantes, ce biais 

myéloïde du compartiment de MPPs s'avèrait associé à une 

expansion anormale et une reprogrammation moléculaire et 

métabolique des MPP4. Fait marquant, un traitement chronique 

par l’AMD3100, un antagoniste de CXCR4, permettait de 

normaliser le nombre de MPP4 dans la MO, de restaurer leurs 

propriétés métaboliques, et de corriger la lymphopénie des 

souris mutantes. Par conséquent, nos résultats suggèrent que 

l’axe CXCL12/CXCR4 est requis au maintien du potentiel 

lymphoïde des MPP4 au travers de la modulation de leur activité 

métabolique mitochondriale. 
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Abstract : Hematopoietic stem and progenitor cells (HSPCs), 

including the multipotent progenitors (MPPs), are responsible for 

replenishing immune cells. They reside in bone marrow (BM) 

endosteal and (peri)-vascular niches, which provide all cellular and 

molecular components required for their lifelong maintenance and 

fate. Among them, the CXCL12 chemokine and one of its receptor, 

CXCR4, exert a dominant role in promoting HSPC retention and 

quiescence. These processes are deregulated in the WHIM 

Syndrome (WS), a rare immunodeficiency caused by inherited 

heterozygous autosomal gain-of-function CXCR4 mutations that 

affect homologous desensitization of the receptor. Clinically, WS is 

notably characterized by severe, chronic circulating lymphopenia 

whose mechanisms remain to be elucidated. Using a mouse model 

carrying a naturally occurring WS-linked Cxcr4 mutation as well as 

human BM and blood samples, we explored the possibility that the 

lymphopenia in WS originates from defects at the HSPC level in 

BM. We reported that Cxcr4 desensitization is required for 

lymphoid differentiation of HSPCs and further identified the MPP 

stage as defective in mutant mice. The divergence between 

lymphoid and myeloid lineages occurs at the MPP stage, which is 

composed of distinct subpopulations, i.e., MPP2 and MPP3 are 

reported as distinct myeloid-biased MPP subsets that operate 

together with lymphoid-primed MPP4 to control blood 

leukocyte production. Our understanding of how cell-extrinsic 

niche-related and cell-intrinsic cues drive the lymphoid versus 

myeloid fate decision of MPPs is still fragmentary. Therefore, my 

PhD project aimed at determining whether and how CXCR4 

signaling regulates bioenergetics demands of MPPs and at 

understanding how these metabolic pathways shape the 

lympho-myeloid fate of MPPs. We unraveled a myeloid 

skewing of the HSPC compartment in BM of WS mice and 

patients. In mutant mice, this partly relied on the contraction of 

the MPP4 pool and on cell-autonomous molecular and 

metabolic changes that reprogramed MPP4 away from 

lymphoid differentiation. Interestingly, chronic treatment with 

the CXCR4 antagonist AMD3100 normalized mitochondrial 

metabolism and fate of MPP4, while correcting circulating 

lymphopenia in WS mice. This study provides evidence that 

CXCR4 signaling acts as an essential gatekeeper for integrity of 

the mitochondrial machinery, which in turn controls lymphoid 

potential of MPP4. 

 




