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mTORC1 : mammalian target of repamycin 

complex 1 

NAC : N-acétylcystéine 

NAD(P)H : nicotinamide adénine dinucléotide 

(phosphate) 

NER : nucleotide-excision repair 

NFκB : nuclear factor kappa B 

NHEJ : non-homologous end joining 

NK : natural killer 

NOD : non obese diabetic 

NOG : NOD/SCID/Il2rgtm1Sug 

NOX : NAD(P)H oxidases 

NQO1 : NAD(P)H déshydrogénase quinone 1 

NSG : NOD/SCID/Il2rg-/- 

OCT3/4 : octamer-binding transcription factor 

3/4 

ORP1 : oxysterol binding protein related 1 

PBX1 : PBX homeobox 1 

PcG : polycomb group 

PCL : polycaprolactone 

PDGF : platelet-derived growth factor 

PDK : pyruvate dehydrogenase kinase 

PGE2 : prostaglandine E2 

PKM2 : pyruvate kinase M2 

PLGA : poly(lactic-co-glycolic) acid 

PPAR : peroxisome-proliferating activated 

receptor 

PRC : protein regulator of cytokinesis 

PRDX : peroxiredoxines 

PRKDC : protein kinase DNA-activated catalytic 

subunit 

PTEN : phosphatase and tensin homolog 

PTH : hormone para-thyroïde 

PTPMT1 : protein tyrosine phosphatase 

mitochondrial 1 

RAG2 : recombination activating gene 2 

RAR : acide rétinoïque 

RB1CC1 : RB1-inducible coiled-coil 1 

REDD1/DDIT4 : DNA-damage inducible 

transcript 4 

RISP : mitochondrial complex III subunit Rieske 

iron-sulfur protein 

ROS : reactive oxygen species 

RUNX1 : RUNX family transcription factor 1 

SAβGAL : senescence associated beta 

galactosidase 

SCA1 : stem cell antigen 1 

SCF : stem cell factor 

SCL/TAL1 : stem cell leukemia protein/TAL 

bHLH transcription factor 1 

SCO : sang  de cordon ombilical 

shRNA : short-hairping RNA 

SIDA : syndrome de l’immunodéficience 

acquise 

SIN : self-inactivated 

siRNA : silencing-RNA 

SIRPα : signal regulatory protein alpha 

SIRT1 : sirtuin 1 

SLAM : signaling lymphocytic activation 

molecule 

SOD : superoxide dismutase 

SOX2 : SRY-box transcription factor 2 

SP : simple positive 

SR1 : stemRegenin-1 

SRC : SCID-repopulating cells 

ST-HSC : cellules souches hématopoïétiques à 

court terme 

TALEN : transcription activator-like effector 

nucleases 

TEL : transfert d’énergie linéique 

TGFβ : transforming growth factor beta 

THY : thymocyte differentation antigen 

TPO : thrombopoïétine 

TSA : trichostatine 

TSC1 : tuberous sclerosis 1 protein 

TXNIP : thioredoxin-interacting protein 

VCAM1 : vascular cell adhesion protein 1 

VEGF : vascular endothelial growth factor 

VHL : von Hippel-Lindau tumor suppressor 

VIH : virus de l’immunodéficience humaine 

VLA4 : very late antigen 4 

VPA : acide valproïque 

VSV-G : vesicular-stomatitis-virus-G 

WT : wild type 

YFP : yellow fluorescent protein 

ZNHIT1 : zinc finger HIT-type containing 1 
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Avant-Propos 
 

Le système hématopoïétique est une machinerie très efficace, qui renouvèle des centaines de 

milliards de cellules par jour pour continuer d’assurer ses fonctions essentielles, comme le transport de 
l’oxygène, du fer, ou la lutte contre les iκections. A l’âge adulte, la moelle osseuse est l’organe central 
de ce phénomène et elle contient les cellules qui assurent la production de toutes les cellules 

hématopoïétiques : les cellules souches hématopoïétiques (CSH). Ces cellules possèdent les propriétés 

fondamentales de multipotence et d’auto-renouvèlement, qui leurs permettent de se différencier dans 

tous les lignages du système hématopoïétique tout en conservant un nombre constant de cellules 

souches tout au long de notre vie.  

Identifier les facteurs qui régulent ces propriétés in vivo est encore aujourd’hui une thématique 
centrale en hématologie. Ces cellules sont en effet très sensibles aux stress (infections, stress 

génotoxique ou hémorragie par exemple) et les paramètres impliqués dans leur maintien sont très 

nombreux. Il est ainsi nécessaire de préserver les fonctions des CSH afin de prévenir leur défaillance, 

qui est source de nombreuses pathologies innées ou acquises, par exemple au cours du vieillissement. 

Ainsi, comprendre par quels facteurs extrinsèques et intrinsèques les CSH parviennent à maintenir leur 

état quiescent et indifférencié et leur capacité de multipotence, sans pour autant induire une absence 

d’activation voire une transformation leucémique, est crucial non seulement d’un point de vue 

fondamental mais également dans un but thérapeutique. 

Les CSH sont en effet d’un intérêt clinique majeur, en particulier pour les protocoles cliniques 
de greffe de moelle osseuse et ceux de biothérapies cellulaires et géniques. Les cellules souches ainsi 

que les progéniteurs hématopoïétiques sont en effet utilisés pour traiter un certain nombre 

d’hémopathies. Aujourd’hui, plusieurs sources de CSH sont disponibles : moelle osseuse, sang 

périphérique après mobilisation, ou encore sang de cordon ombilical. Selon les applications, il est 

également possible de modifier génétiquement les CSH pour atteindre le but recherché (correction 

d’une maladie génétique notamment). Cependant deux limitations existent à ces techniques : le 

nombre de cellules souches et de progéniteurs hématopoïétiques (CSPH) dans les échantillons 

prélevés ; et le maintien de leurs propriétés pendant les étapes de manipulation ex vivo, plus ou moins 

longues et techniques selon les cas, afin d’obtenir une efficacité de traitement maximale. Les 

connaissances acquises sur les mécanismes de fonctionnement de la CSH in vivo sont alors 

fondamentales pour des applications cliniques dans le but de les préserver ex vivo. 

En particulier, un facteur central dans la régulation des CSH est la génération d’espèces 
réactives de l’oxygène (ROS pour reactive oxygen species). Ces molécules doivent être très finement 
régulées dans toutes nos cellules : un excès de ROS a en effet des effets néfastes sur de nombreuses 

macromolécules (lipides, ADN…). Cependant, elles ont aussi un rôle de messager dans la transmission 

de signaux pour des processus biologiques et sont au cœur de plusieurs réseaux de signalisation 
cellulaires et moléculaires. Dans la CSH, le taux de ROS est particulièrement peu élevé et le contrôle de 

ce niveau joue un rôle crucial dans le maintien de leurs propriétés. De plus, l’exposition des CSH à 
différents stress (prolifération massive, irradiation, manipulation ex vivo) induit une augmentation du 

taux de ROS.  
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Nous avons abordé l’implication des ROS dans la régulation des fonctions des CSH selon deux 

axes. Dans un premier temps, nous nous sommes intéressés à un facteur connu pour induire 

l’augmentation des ROS : l’irradiation. L’effet des fortes doses d’irradiation a été bien caractérisé. 
Cependant, les conséquences des plus faibles doses n’ont pas souvent fait l’objet d’études, notamment 
parce qu’il a longtemps été admis que les radiations ionisantes ne jouaient un rôle qu’au-delà d’un 
certain seuil. Nous avons montré que les faibles doses d’irradiation avaient aussi un effet non 
négligeable sur les propriétés des CSH à long-terme, via une augmentation transitoire de ROS menant à 

une activation de la voie p38MAPK. Il est alors possible de protéger les CSH des effets néfastes des 

faibles doses d’irradiation par un traitement antioxydant. 

Par ailleurs, d’autres facteurs extérieurs peuvent induire l’augmentation des ROS. En particulier, 
il est admis que la manipulation des CSH ex vivo favorise l’augmentation des ROS et diminue le potentiel 
des CSH.  Ceci est dû au moins en partie à la perte du microenvironnement hypoxique des CSH une fois 

extraites de la moelle osseuse ou du sang. Ainsi, nous avons proposé d’utiliser la même technique que 
dans le cas des faibles doses, c’est-à-dire un traitement antioxydant, pour protéger les cellules pendant 

ces manipulations. Cela pourrait avoir des applications notamment pendant l’étape de transduction 
lentivirale pour la thérapie génique dans le but d’améliorer les protocoles de greffe de cellules 
génétiquement modifiées. Nous avons ainsi montré que l’antioxydant Tempol permettait d’améliorer 
les capacités fonctionnelles des CSH après culture, via des changements métaboliques induits par la 

diminution des ROS. 

Ces deux études complémentaires permettent de mieux comprendre l’impact de différents 
facteurs extérieurs sur les ROS et leur implication dans le maintien ou la perte des propriétés des CSH. 

De plus, le Tempol est un antioxydant encore peu utilisé en clinique, dont les propriétés pourraient être 

intéressantes pour l’amélioration des protocoles utilisant des CSH en clinique. 
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Introduction 

 

Chapitre 1 : L’hématopoïèse et les cellules souches 
hématopoïétiques 
 

1. L’hématopoïèse 
 

a. Généralités sur le système hématopoïétique 
 

On dit souvent de façon naïve que le sang est composé de 3 types de cellules : les globules 

rouges, responsables du transport de l’oxygène et du dioxyde de carbone entre nos poumons, notre 
cœur et nos différents organes ; les globules blancs, qui composent notre système immunitaire ; et les 

plaquettes, qui nous permettent de cicatriser. En réalité, le paysage cellulaire qui compose notre 

système sanguin est beaucoup plus complexe, avec de multiples sous-types cellulaires. De plus, le 

système hématopoïétique ne se limite pas à notre sang, mais est composé de nombreux organes : 

moelle osseuse, thymus, rate, ganglions, etc.  

Pour donner un aperçu global des cellules composant le système sanguin, on peut détailler plus 

finement la vision simple donnée ci-dessus. Les globules rouges sont appelés érythrocytes et 

représentent 99% des cellules circulantes dans le sang. Ce sont des cellules énucléées permettant le 

transport de l’oxygène des poumons vers les différents organes, grâce à l’hémoglobine, et en retour du 
dioxyde de carbone produit par nos cellules vers les poumons pour l’évacuer. Les plaquettes, ou 
thrombocytes, présentes dans le sang, sont formées à partir de morceaux de cytoplasme des 

mégacaryocytes, grosses cellules de la moelle osseuse. Enfin, parmi les globules blancs, prenant en 

charge l’immunité du corps dans son ensemble, deux grandes branches existent :  

- les cellules lymphoïdes, comprenant en particulier les lymphocytes T, les lymphocytes B et 

les cellules NK (Natural Killer), ainsi que des cellules plus récemment identifiées appelées 

lymphocytes de l’immunité innée (ILC pour Innate Immunity Cells) (pour revue Castellanos 

and Longman, 2019). Chacune de ses familles possède encore plusieurs sous-types 

(lymphocytes T CD4+ et CD8+, cellules mémoires, etc) qui ont chacun un rôle particulier à la 

fois dans l’immunité acquise et l’immunité innée.  
- les cellules myéloïdes, en particulier les granulocytes et les monocytes. Ces cellules font 

partie de l’immunité innée. Les granulocytes sont des cellules polynucléaires et 

comprennent différents sous-types cellulaires : neutrophiles, basophiles, éosinophiles. Les 

monocytes présents dans le sang se différencient eux en macrophages et en cellules 

dendritiques une fois installés dans les tissus. 
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Tous ces types cellulaires sont nécessaires au maintien de l’homéstasie et participent 

activement à de nombreux processus biologiques. La production de ces cellules se fait grâce à un 

processus complexe nommé l’hématopoïèse, qui commence dès les premières semaines in utero et se 

déroule en continu tout au long de la vie pour permettre le renouvèlement des cellules matures à faible 

temps de vie. Les fonctions plus précises de ces cellules et le processus de leur différenciation 

progressive seront abordés plus en détails dans les parties suivantes. 

 

b. Hématopoïèse primitive 
 

Au stade embryonnaire, l’hématopoïèse démarre au sein du sac vitellin et se caractérise par des 
vagues successives assez bien décrites (Lacaud and Kouskoff, 2017) (Figure 1). Ces vagues permettent 

la synthèse successive de différents types de progéniteurs et cellules matures, utiles à la fois pour la vie 

intra-utérine et pour la mise en place des populations cellulaires à l’âge adulte. Chez la souris, la 
première vague intervient à 7,5 jours et permet la génération d’érythrocytes primitifs, trouvés 

seulement à ce stade de la vie et permettant l’acheminement de l’oxygène dans l’embryon avant la 
formation des érythrocytes définitifs. Après la formation d’îlots sanguins dans le sac vitellin, une 
deuxième vague permet ensuite la génération de macrophages (pour revue Boisset and Robin, 2012). 

Pendant les 10 premiers jours, cette hématopoïèse est globalement indépendante de la 

présence de cellules souches hématopoïétiques (CSH), telles que décrites dans les parties suivantes. 

Leur génération a lieu aux alentours du 9 ou 10ème jour. Le lieu exact ainsi que la provenance 

ontogénique des CSH est encore controversé mais semble se situer dans la région aorte-gonade-

mesonephros (AGM). Elles proviennent de cellules particulières appelées hémangioblastes, dérivées de 

cellules endothéliales spécialisées, après une transition endothélio-hématopoïétique (Choi et al., 1998).  

A ce stade, les CSH sont encore incapables de reconstituer le système hématopoïétique d’un hôte. Elles 
doivent passer par un stade de maturation et migrer dans le foie fœtal, à partir du 11ème jour, avant 

d’acquérir tout leur potentiel et de coloniser progressivement la moelle osseuse, en préparation de 
l’hématopoïèse après la naissance et à l’âge adulte. L’hématopoïèse chez le fœtus s’effectue alors 
principalement à partir du foie fœtal et de la moelle osseuse fémorale et tibiale, puis via les CSH 

présentes dans la moelle osseuse après la naissance. Cependant, un endothélium hémogénique serait 

encore présent chez le fœtus et le nouveau-né, et pourrait prendre en charge une partie de 

l’hématopoïèse à ce stade la vie, selon des modèles murins et aviaires (Yvernogeau et al., 2019).  
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lymphoïde commun (CLP pour common lymphoïd progenitor), responsable du lignage lymphoïde 

(lymphocytes B et T, cellules NK) (Kondo et al., 1997), et d’autre part le progéniteur myéloïde commun 

(CMP pour common myeloid progenitor) (Akashi et al., 2000) grâce à la présence ou l’absence, 
respectivement, du marqueur de surface IL7gR nécessaire à la formation des lymphocytes. Le CMP peut 

alors s’engager ensuite soit dans la lignée érythro-mégacaryocytaire via le progéniteur MEP (pour 

megakaryocyte-erythrocyte progenitor) (Tn et al., 2002) soit dans la lignée myéloïde/granulo-

monocytaire via le progéniteur GMP (granulocyte-monocyte progenitor). Ces progéniteurs engagés se 

différencient alors en cellules matures.  

Cette vision de l’arbre hématopoïétique dit « classique » (Figure 3) a constitué un modèle 

d’étude jusqu’au début des années 2000, jusqu’à ce que des précisions soient apportées par l’étude 
systématique de marqueurs de surface caractéristiques de différentes sous-populations (pour revue 

Cheng et al., 2020). Ainsi, chez la souris, la population des MPP a été subdivisée en différentes sous-

populations (MPP1, MPP2, MPP3, MPP4), dont la multipotence diminue graduellement (Cabezas-

Wallscheid et al., 2014; Kiel et al., 2005a; Pietras et al., 2015; Wilson et al., 2008). Nous reviendrons sur 

la définition de ces populations dans la partie 2.b. de ce chapitre. Par ailleurs, il a été démontré qu’un 
sous-type de progéniteurs multipotents conservant à la fois un potentiel lymphoïde et un potentiel 

myéloïde existait avant la subdivision en CLP et CMP : l’ELP (pour early lymphoid progenitor) (Igarashi 

et al., 2002) ou LMPP (pour lymphoid primed pluripotent progenitor (Adolfsson et al., 2005; Mansson 

et al., 2007). L’identification de cette population est basée sur l’expression du marqueur FLT3 (Fms-like 

tyrosine kinase 3) au sein de la population Lin-SCA1+cKIT+ (LSK) chez la souris. Dans cette population, le 

potentiel myéloïde est amoindri mais reste présent. Le phénotype de surface de ces cellules correspond 

également à la population des MPP4, appellation la plus largement utilisée aujourd’hui. Cependant, la 
question du potentiel mégacaryocytaire dans ces LMPP est débattue dans la communauté. En effet, une 

équipe a montré l’absence de ce potentiel dans la population Flt3+ des LMPP (Lai and Kondo, 2006), 

tandis qu’une autre a révélé la capacité de ces cellules à générer des plaquettes (Boyer et al., 2011; 

Forsberg et al., 2006). Très récemment, il a été prouvé grâce à une technique de code-barre via le 

transposon « sleeping-beauty » que la lignée mégacaryocytaire émergeait de façon majoritairement 

indépendante des autres, très « tôt » dans la différenciation et grâce à une contribution directe des CSH 

(Rodriguez-Fraticelli et al., 2018). La question de l’existence et du positionnement du CMP dans cette 
hiérarchie reste largement débatue.  

L’existence d’une population LMPP (ou MLP pur multi-lymphoid progenitors chez John Dick) a 

été démontrée chez l’homme un peu plus tard (Goardon et al., 2011; Haddad, 2004). De plus, l’équipe 
de John Dick a mené un travail minutieux de caractérisation de différentes populations phénotypiques 

chez l’homme afin d’aider à la clarification des modèles proposés (Doulatov et al., 2010). Tout cela a 

mené à un modèle de l’arbre hématopoïétique plus ou moins consensuel permettant d’isoler des sous-

populations au potentiel spécifique sur la base de marqueurs phénotypiques (pour revue Doulatov et 

al., 2012), mais qui est aujourd’hui discuté (Karamitros et al., 2018; Notta et al., 2016). Ces actualités 

seront discutées plus en détails dans la partie 2.d. du chapitre. 
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iii. Les cellules matures 
 

Comme décrit dans le premier paragraphe de ce chapitre, le système hématopoïétique comprend 

de nombreuses cellules différenciées, matures et effectrices. Nous allons décrire rapidement, de façon 

non exhaustive quelques exemples de voies de différenciation permettant d’obtenir ces cellules 
matures, dans le but de montrer que l’hématopoïèse ne se limite pas à la moelle osseuse. 

La plupart des cellules sanguines de la lignée myéloïde se différencient dans la MO, puis migrent 

vers les organes périphériques où elles exercent ensuite leurs fonctions. Ces cellules n’entrent dans la 
circulation et ne colonisent la périphérie qu’une fois matures et certaines ont une durée de vie très 
courte (une douzaine d’heures pour les neutrophiles à quelques jours pour les mégacaryocytes). Elles 
doivent donc être renouvelées, ce qui nécessite une production continue de plusieurs milliards de 

cellules quotidiennement.  

Cependant, toutes les cellules ne subissent par leur différenciation au sein de la MO. Un bon contre-

exemple est celui des lymphocytes T. La différenciation lymphocytaire T n’a pas lieu dans la MO, mais 
dans un organe bien spécifique : le thymus. Les progéniteurs doivent donc être capables de quitter la 

MO pour coloniser le thymus (Zlotoff et al., 2010). Chez l’homme, plusieurs propositions ont été faites 

concernant le phénotype de ces cellules : MLP (Doulatov et al., 2010), LMPP (Goardon et al., 2011), ou 

encore d’autres populations exprimant différents antigènes de surface (Haddad et al., 2006; Six et al., 

2007). Chez la souris, la population capable de coloniser le thymus est également très hétérogène, 

comprenant notamment les MPP et les CLP, mais semble reposer sur un ensemble de cellules exprimant 

les marqueurs CD135 et/ou CD27 (Saran et al., 2010; Serwold et al., 2009). Une fois dans le thymus, ces 

cellules reçoivent des signaux via la voie Notch qui sont primordiaux pour la différenciation en 

lymphocyte T (pour revue Vanderbeck and Maillard, 2020). Les précurseurs T passent alors par 

différents stades dits double-négatifs (DN), où ils n’expriment ni le CD4 ni le CD8, puis par une forme 
double-positive (DP) où ils expriment les deux, avant de se spécifier en lymphocytes T simple-positifs 

(SP) auxiliaires (CD4+) ou cytotoxiques (CD8+). Au cours de cette maturation, des réarrangements du 

récepteur des lymphocytes T ou TCR (T cell receptor) via des recombinaisons VDJ ont lieu afin de donner 

naissance à un répertoire de lymphocytes T variés capables de reconnaître tout un panel d’antigènes. 
Des sélections positives et négatives ont ensuite lieu afin d’éliminer les lymphocytes T inadaptés (par 
exemple ceux reconnaissant le soi). Enfin, ces lymphocytes T alors matures mais encore naïfs migrent 

vers les organes périphériques (ganglions, rate, muqueuses…). Ce n’est qu’une fois en périphérie qu’ils 
pourront rencontrer les antigènes et subir si nécessaire des phases d’activation et de prolifération. Il est 
intéressant de noter que la maturation des lymphocytes T se fait de manière conséquente chez l’enfant, 
puis le thymus involue progressivement au cours du vieillissement (Haynes et al., 2000). Enfin, il existe 

de nombreux autres sous-types de lymphocytes T, non détaillés ici. 

Les lymphocytes B sont eux générés dans la MO, notamment grâce à l’activation par l’IL7 de certains 

facteurs de transcription, comme Ikaros, PAX5 ou encore EBF1 chez la souris. Par le même mécanisme 

de recombinaison VDJ que les lymphocytes T, le récepteur BCR (B cell receptor) des lymphocytes B est 

réarrangé, les lymphocytes immatures passent par des étapes de sélection, puis migrent vers les 

organes lymphoïdes secondaires, où l’activation, la maturation vers des plasmocytes et leur 
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2. La cellule souche hématopoïétique 
 

Comme présenté précédemment, la cellule souche hématopoïétique est au sommet de l’arbre 
hématopoïétique et permet la génération de toutes les cellules du système hématopoïétique. Sa 

définition fonctionnelle et phénotypique est en constante évolution depuis sa découverte dans les 

années 50 (pour revue Eaves, 2015). De plus, la régulation physiologique des propriétés fondamentales 

des CSH (auto-renouvèlement, quiescence, capacités de différentiation) est de mieux en mieux 

caractérisée. 

 

a. Description historique et fonctionnelle 
 

i. Historique de la description des cellules souches 
 

L’hypothèse de l’existence d’une cellule unique à l’origine de toutes les cellules sanguines et 
d’un micro-environnement spécifique date de plus d’un siècle (Maximow, 1909). Dans les années 50, il 

est observé qu’une injection de cellules de MO permet de protéger les receveurs des effets de 

l’irradiation et d’obtenir un chimérisme dans les cellules lymphoïdes et myéloïdes (Ford et al., 1956; 

Jacobson et al., 1951).  C’est en 1961 que Till et McCulloch  démontrent que les cellules de la MO sont 

capables de générer des colonies spléniques dans des souris irradiées, contenant différents types de 

cellules (granulocytes, érythrocytes, mégacaryocytes) obtenues de façon clonale  (Becker et al., 1963; 

Till and McCulloch, 1961). Ces cellules sont nommées CFU-S (pour colony-forming unit in spleen). La 

capacité d’auto-renouvèlement de ces cellules est ensuite démontrée par la présence de CFU-S dans 

les colonies spléniques, mais révèle une hétérogénéité dans cette population (Siminovitch et al., 1963). 

En particulier, des progéniteurs myéloïdes et lymphoïdes (dont des progéniteurs T) sont retrouvés dans 

la population CFU-S (Arcangeli et al., 2005; Lancrin et al., 2002). La greffe de MO en tant que traitement 

pour les pathologies hématologiques commence alors à être utilisée, les premiers essais réalisés par 

Georges Mathé remontant aux années 60 (Mathé et al., 1963; Mathé et al., 1963). La pluripotence 

totale, notamment la capacité à donner naissance à la lignée lymphoïde, des CFU-S est ensuite 

démontrée (Abramson et al., 1977). Par la suite, il a été prouvé que les CFU-S ne sont pour la majorité 

pas les cellules responsable de la prise de greffe à long-terme et la différence entre les progéniteurs, 

capables de reconstituer le système hématopoïétique à court-terme, et les CSH, responsables de 

l’hématopoïèse à long-terme, est établie (Jones et al., 1989, 1990). Ceci étant dit, les deux types de 

cellules sont nécessaires au succès d’une greffe. 

 

ii. Tests fonctionnels utilisés 
 

Différents tests in vitro et in vivo permettent d’évaluer les capacités de différenciation, de 
multipotence et d’auto-renouvèlement des cellules souches et progéniteurs hématopoïétiques. Chaque 

test est spécifique de certaines de ces propriétés et de certaines sous-populations plus ou moins 

indifférenciées. Par ailleurs, il est important de noter qu’il n’existe pas toujours de corrélation entre un 



24 
 

phénotype de surface observé (décrit dans la partie 2.b.) et la fonctionnalité d’une CSH. Ainsi, seuls les 
tests fonctionnels peuvent être utilisés comme preuve de présence de cellules souches et/ou de 

progéniteurs hématopoïétiques (pour revue Coulombel, 2004). 

Les tests in vitro reposent soit sur la culture en milieu semi-solide, soit sur la co-culture sur un 

stroma médullaire : cellules adhérentes allogéniques irradiées ou lignées immortalisées (MS5, AFT024, 

etc). Selon le type de test et le temps passé en culture, la fonctionnalité de différentes populations de 

cellules souches et progéniteurs peut être évaluée.  

CFU-C ou CFC 

Le test le plus couramment utilisé pour tester la clonogénicité des CSPH in vitro est le test dit 

de « colony-forming unit in culture » ou CFU-C/CFC. Cet essai consiste en la culture d’une population 

d’intérêt, plus ou moins enrichie en CSH, dans un milieu semi-solide, le plus couramment de la 

méthylcellulose enrichie d’un cocktail de cytokines permettant la différenciation en les différents types 

de cellules de la lignée myéloïde (érythrocytes, granulocytes, mégacaryocytes, macrophages…) 
(Broxmeyer, 1984). Chaque cellule souche ou progéniteur donnera alors naissance à une colonie, au 

bout de 7 jours pour des cellules murines et de 10-12 jours pour des cellules humaines. Selon le type de 

la colonie (BFU-E ou CFU-E pour la lignée érythrocytaire, CFU-G pour les granulocytes, CFU-M pour les 

macrophages, et CFU-GM et CFU-GEMM pour les colonies mixtes, comprenant plusieurs types 

cellulaires) et leur nombre, on peut estimer un nombre de CSPH dans la population de départ. Il est 

également possible de réaliser des cultures en série afin d’évaluer la capacité d’auto-renouvèlement 

des CSPH (Rizo et al., 2008).  

CAFC 

Parmi les tests in vitro, un test historique est celui du « Cobblestone area-forming cell » ou CAFC. 

Celui-ci consiste en la culture pendant plusieurs semaines des cellules d’intérêt sur un stroma 

médullaire. Certaines cellules vont alors former des amas optiquement denses situés très proches des 

cellules du stroma : ce sont les cellules les plus immatures (Breems et al., 1994). Les cellules plus 

différenciées se placent elles au-dessus du stroma. L’identification de ces zones dites « Cobblestone » 

et leur numération permet ainsi d’estimer une quantité de cellules immatures.  

LTC-IC 

Ce type de test est également réalisé par une culture sur un stroma médullaire. LTC-IC signifie 

« long-term initiating cell in culture ». La population étudiée est cultivée pendant plusieurs semaines 

sur le stroma, avant de réaliser un test CFU-C sur les cellules récupérées. La capacité à toujours pouvoir 

générer des colonies après la culture est indicative de l’immaturité des cellules. Ce type de test se réalise 

souvent en dilution limite, pour estimer une fréquence de LTC-IC dans une population donnée. De plus, 

il est possible de réaliser des tests dits « extended » ou secondaires, où les cellules CD34+ sont triées à 

nouveau au bout de plusieurs semaines de culture sur le stroma avant une deuxième étape de culture 

en dilution limite (Hao et al., 1996). 

Ces tests in vitro permettent d’évaluer des capacités d’immaturité, de clonogénicité et de 
différenciation/multipotence. Cependant, dans ces conditions de culture, seule la différenciation 

myéloïde est visible. En effet, il faut des conditions de culture très particulière pour obtenir des cellules 

de la lignée lymphoïde. De plus, même si le test de LTC-IC est un bon substitut in vitro  pour évaluer le 

potentiel d’auto-renouvèlement (Petzer et al., 1996), la preuve définitive concernant les capacités 
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intrinsèques des CSH ne peut être apportée que par des tests in vivo de transplantations en série, décrits 

dans les paragraphes suivants. 

CFU-S 

Dans la partie précédente, nous avons décrit la découverte des cellules à l’origine de colonies 

spléniques, nommées « Colony-forming Unit in Splen » (CFU-S). Si initialement ces cellules ont été 

identifiées comme les CSH, aujourd’hui il a été décrit qu’elles sont en réalité des progéniteurs 
hématopoïétiques multipotents. En effet, les colonies formées comportent tous les types de cellules 

myéloïdes, des lignages érythroïde, mégacaryocytaire, granulocytaire et macrophagique (Magli et al., 

1982; Till et al., 1964). Pour réaliser ce test, les cellules sont injectées par voie intraveineuse dans la 

souris, qui sont sacrifiées ente 8 et 12 jours plus tard. Sur la rate sont alors visibles des nodules, appelés 

colonies, contenant la progénie clonale des progéniteurs ayant colonisé la rate. Les colonies visibles 

après 8 jours, ou pré-CFU-S (Hodgson and Bradley, 1979) sont moins primitives que les colonies 

apparaissant après 12 jours, avec un potentiel d’auto-renouvèlement moindre, visible lors de la 

transplantation en série des CFU-S. Enfin, le nombre de cellules transplantées corrèle avec le nombre 

de colonies observées sur la rate.  

Transplantations primaires, en compétition et en série 

Le seul test permettant de connaître la quantité de cellules souches dans un échantillon est la 

transplantation in vivo, principalement réalisée dans la souris (mais qui peut aussi se faire dans des 

modèles de primates non-humains par exemple). Après injection intraveineuse, la reconstitution 

hématopoïétique peut être évaluée à différents temps. 16 heures après greffe, il est déjà possible 

d’évaluer la capacité de nichage des cellules dans la moelle osseuse. Pendant les semaines qui suivent, 
plusieurs vagues de différenciation hématopoïétique ont lieu. Enfin, après 12 à 16 semaines, on est 

capable de rendre compte de la capacité de reconstitution hématopoïétique à long-terme des cellules 

greffées et en particulier de la fréquence de CSH notamment grâce à la réalisation de transplantations 

en dilution limite. Pour comparer les capacités de reconstitution de deux échantillons différents, des 

transplantations en compétition sont également possibles. Enfin, pour évaluer la capacité d’auto-

renouvèlement des CSH, on réalise des transplantations dites « en série », en forçant la prolifération et 

la différenciation des CSH par plusieurs transplantations successives. Sur les CSH murines, il est possible 

d’aller jusqu’à 6 ou 7 transplantations successives avant d’attendre l’épuisement des CSH (Harrison and 

Astle, 1982). Avec des CSH humaines, il est plus rare d’arriver à obtenir une transplantation tertiaire. Ce 
manque d’auto-renouvèlement peut être attribué soit à des capacités plus faibles des CSH humaines, 

soit à un microenvironnement murin moins adapté pour maintenir les propriétés des CSH, comme nous 

allons l’expliquer dans le paragraphe suivant sur les modèles de transplantation utilisés. 

Pour les CSH murines, le modèle de référence est la transplantation syngénique utilisant les 

deux allèles du gène CD45. En effet, la protéine CD45 est exprimée par toutes les cellules du système 

hématopoïétique (sauf les érythrocytes) et existe sous deux isoformes, CD45.1 et CD45.2 différenciables 

par des marquages avec des anticorps spécifiques. Ainsi, cela permet de différencier les cellules du 

donneur des cellules du receveur. Pour les CSH humaines, il est nécessaire de se placer dans un modèle 

de souris immunodéficientes, afin d’éviter le rejet de la greffe de cellules humaines par la souris 
receveuse. Plusieurs modèles ont été utilisés au cours des années, chacun ayant ses avantages et ses 

inconvénients (pour revue Doulatov et al., 2012; Goyama et al., 2015). Aujourd’hui, un des modèles de 
référence, celui utilisé au laboratoire, est la souris NSG, pour NOD/SCID-Il2rg-/- (Ito et al., 2002). Ces 
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souris sont dérivées du modèle historique NOD/SCID (NOD pour non-obese diabetic et SCID pour severe 

combined immunodeficiency) et sont porteuses de deux mutations leur conférant une 

immunodéficience multiple : une mutation sur le gène Prkdc (protein kinase DNA-activated catalytic 

subunit), nommée Prkdcscid, empêchant la recombinaison VDJ permettant le réarrangement des 

récepteurs des lymphocytes B et T ; et une mutation sur le gène Il2rg, codant la chaîne γ commune aux 

récepteurs de différentes interleukines (IL2, IL4, IL7, IL9, IL15…) nécessaire à la signalisation cytokinique 

permettant la génération des lymphocytes T, B et Natural Killers (NK). De plus, le fond génétique NOD 

présente différentes caractéristiques qui diminuent l’efficacité de l’immunité innée : absence de la 

protéine C5 du complément et présence d’un allèle spécifique du gène Sirpα (pour signal regulatory 

protein alpha) qui diminue les capacités de phagocytose des macrophages envers les cellules humaines 

(pour revue Doulatov et al., 2012; Takenaka et al., 2007). Les cellules capables de reconstituer le 

système hématopoïétique de ces souris sont alors nommées « SCID repopulating cells » ou SRC,  

Cependant, malgré sa capacité de greffe élevée, ce modèle (comme d’autres) présente des 
inconvénients : nécessité de réaliser une irradiation myéloablative pour libérer de l’espace dans la 
moelle osseuse des souris, biais de différenciation en faveur des lymphocytes B, etc. Pour pallier ces 

limitations, d’autres modèles dits « humanisés », plus adaptés au nichage et à la différenciation des 

cellules souches et progéniteurs hématopoïétiques (CSPH) humaines, sont en développement ces 

dernières années (pour revue Doulatov et al., 2012; Saito et al., 2020). Différentes stratégies peuvent 

être utilisées :  

- mutations supplémentaires : par exemple, mutation sur le gène Kit, récepteur du Stem Cell 

Factor (SCF), qui induit une moins bonne survie des CSH murines et libère de l’espace dans la 
MO (souris NSG-W41) (Cosgun et al., 2014). 

- production de cytokines humaines  dans la niche murine : on peut citer l’exemple des souris 
MISTGR, porteuses d’une mutation sur Rag2 (recombination activating gene 2) plutôt que sur 

Prkdc, ce qui diminue la radiosensibilité, et qui expriment, sous le contrôle de leurs propres 

promoteurs murins, les cytokines et facteurs de croissances humains IL3, M-CSF (macrophage 

colony stimulating factor), GM-CSF (granulocyte-macrophage colony stimulating factor) et TPO 

(thrombopoïétine) (Rongvaux et al., 2014). 

- création de niches humanisées par exemple sous formes d’ossicules (pour revue Dupard et al., 

2020). 

Cependant, aucun modèle ne récapitule pour l’instant totalement l’hématopoïèse humaine. C’est 
néanmoins la seule méthode actuelle suffisamment efficace pour estimer les capacités des cellules 

souches humaines. Aujourd’hui, la tendance est à la limitation de l’utilisation animale en faveur de 
systèmes biosynthétiques (Bourgine et al., 2018). Il reste tout de même difficile de récapituler la 

complexité du système hématopoïétique « vivant » par des modèles in vitro.  
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Enfin, de nouvelles caractéristiques phénotypiques sont étudiées pour purifier encore les 

fractions de cellules enrichies en « vraies » CSH. Celles-ci sont par exemple liées à la « dormance » ou à 

l’état métabolique. En effet, il a très tôt été montré que les CSH possédant les capacités d’auto-

renouvèlement et de multipotence les plus fortes semblent se concentrer dans les fractions de cellules 

se divisant le moins (Spangrude and Johnson, 1990). Cela a été confirmé à plusieurs reprises (Passegué 

et al., 2005; Wilson et al., 2008), et ce malgré des études contradictoires montrant que les CSH ne 

retenaient pas le BrDU (Kiel et al., 2007). Il semble en effet que seule une petite portion des CSH isolées 

grâce aux marqueurs de surface présente ces propriétés de dormance. Ces cellules dormantes sont ainsi 

phénotypiquement indistinctes :  en effet, il n’existe pas de différence entre des CSH se divisant très 
peu (une fois tous les 145 jours) et se divisant plus régulièrement (une fois par mois) (Wilson et al., 

2008). Aujourd’hui, des modèles encodés génétiquement comme H2B-GFP (histone 2B couplée à la 

green fluorescent protein) ou GPRC5C-EGFP (G protein coupled receptor family C group 5 member C 

couplée à la enhanced green fluorescent protein) permettent de mieux identifier ces populations 

(Cabezas-Wallscheid et al., 2017; Foudi et al., 2009; Wilson et al., 2008). Une autre manière d’isoler des 
CSH est de s’appuyer sur la « Side Population » (SP) en cytométrie en flux, caractérisée par l’efflux plus 
important du Hoescht 33342 (Goodell et al., 1996, 1997; Rossi et al., 2011). En combinaison avec 

certains marqueurs de surface (LSK/CD34+), la transplantation de cellules uniques purifiées avec cette 

méthode a permis d’obtenir une prise de greffe à long terme (12 semaines) dans 96% des souris 
receveuses (Matsuzaki et al., 2004).  

 

ii. Les CSH humaines 
 

Le premier marqueur à avoir été isolé pour purifier les CSH humaines avec des capacités de 

prise de greffe est le marqueur CD34 identifié par l’anticorps monoclonal MY10 (Civin et al., 1984), 

rapidement utilisé en clinique (Krause et al., 1996). Cette population contient des progéniteurs et des 

cellules souches et est présente dans tous les réservoirs de CSH (foie fœtal, sang de cordon ombilical, 
moelle osseuse). De la même manière que chez la souris, ces cellules sont majoritairement dépourvues 

de marqueurs de lignage (Lin-). Par la suite, une deuxième protéine de surface a été mise en évidence 

en tant que marqueur de la population souche, le CD90 ou THY1. Son expression, bien que faible, corrèle 

avec une augmentation significative du pourcentage de reconstitution hématopoïétique en souris 

NOD/SCID. Cette population Lin-CD34+CD90+ contient moins de 1% des cellules de sang de cordon 

ombilical, de moelle osseuse adulte et de foie fœtal voire moins de 0,1% des cellules de la moelle 
osseuse fœtale, mais ces cellules possèdent des capacités fonctionnelles de clonogénicité importantes, 

évaluées par tests in vitro (Baum et al., 1992; Craig et al., 1993). Ces résultats ont également été 

confirmés in vivo par d’autres équipes en modèle murin immunodéficient (Murray et al., 1995; Péault 

et al., 1993). En parallèle, des études ont remarqué que la faible expression du CD38 était corrélée à 

l’immaturité des cellules CD34+ (Bhatia et al., 1997; Hao et al., 1995). Enfin, c’est en 2007 que le 
phénotype des CSH le plus couramment utilisé aujourd’hui est établi : Lin-CD34+CD38low/-CD45RA-CD90+ 

(Majeti et al., 2007). En particulier, l’expression des marqueurs CD45RA et CD90 permet de différencier 
les CSH des MPP chez l’homme. L’enrichissement en CSH dans cette fraction est estimé à 1/10 pour le 
sang de cordon ombilical, dans un modèle in vivo de transplantation en série en nouveau-né NOG, 
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variante du modèle NSG présentant une mutation sur le gène Il2rg. Ces marqueurs sont aujourd’hui la 
référence pour la purification des CSH (Figure 6). 

Cependant, une recherche continuelle pour l’amélioration de la pureté des fractions isolées a 
toujours lieu. Quelques marqueurs ont ainsi été ajoutés à ce panel, comme le CD49f (Notta et al., 2011), 

le CD133 (Radtke et al., 2015), CLEC9A (C-type lectin domain family 9 member A) (Belluschi et al., 2018) 

ou l’EPCR comme chez la souris (Fares et al., 2017; Martin and Park, 2017). Ce marqueur semble par 

ailleurs avoir des propriétés fonctionnelles importantes pour les CSH (Gur-Cohen et al., 2015). Ces 

marqueurs sont notamment utiles lorsque la purification des CSH par la méthode habituelle n’est pas 
possible. En particulier, il a été démontré que certaines conditions de culture induisent un biais dans 

l’expression du CD38, qui ne corrèle alors plus avec la fonctionnalité des CSH (Dorrell et al., 2000; von 

Laer et al., 2000). Pour éviter d’utiliser ce marqueur peu fiable, l’addition de plusieurs autres antigènes 
peut permettre un meilleur suivi des CSH par cytométrie en flux au cours d’une culture. Enfin, la 

technique de la « Side Population » est également applicable aux CSH humaines (Brunet de la Grange 

et al., 2013). 

Tiré de Doulatov et al., 2012 

 

c. Actualités sur la caractérisation des CSH et l’arbre hématopoïétique 
 

Récemment, suite à la démocratisation des techniques de type single-cell RNASeq, les dogmes 

concernant les CSH commencent à être questionnés (pour revue Cheng et al., 2020; Jacobsen and 

Nerlov, 2019; Laurenti and Göttgens, 2018). 

En particulier, de nombreuses études en cellule unique ont permis de mettre en lumière une 

certaine hétérogénéité dans la population qualifiée de CSH. Notamment, il existerait des cellules 

capables de s’auto-renouveler et conservant une multipotence virtuelle, mais déjà engagées dans une 

Figure 6 : Arbre hématopoïétique humain et marqueurs des CSPH 
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voie préférentielle de différenciation. Ce phénomène est connu depuis les années 2000 grâce à un 

travail de transplantation en série qui a révélé des biais lymphoïdes ou myéloïdes dans des populations 

de CSH s’auto-renouvelant à long-terme (Dykstra et al., 2007; Muller-Sieburg et al., 2004). Des CSH 

biaisées vers le lignage mégacaryocytaire ont également pu être isolées (Carrelha et al., 2018; Haas et 

al., 2015; Rodriguez-Fraticelli et al., 2018; Sanjuan-Pla et al., 2013; Yamamoto et al., 2013). 

L’hétérogénéité observée ne semble par ailleurs pas être aléatoire car elle peut se propager lors de 
transplantations en série, indiquant une programmation intrinsèque des CSH vers un lignage particulier 

(Dykstra et al., 2007; Muller-Sieburg et al., 2002), potentiellement due à une régulation épigénétique  

(Yu et al., 2016). Les mécanismes régulant ces biais de différenciation ne sont cependant pas 

complètement élucidés, même si des études transcriptomiques à l’échelle de la cellule unique 
permettent désormais de mieux caractériser ces populations de CSH distinctes (pour revue Jacobsen 

and Nerlov, 2019 ; Pei et al., 2020).  

Néanmoins, il faut garder à l’esprit que des expériences de transplantation en cellule unique 
sont extrêmement difficiles à réaliser et que l’hématopoïèse de stress induite par les modèles de 

transplantation en série ne peut pas donner une appréciation exacte de l’hématopoïèse basale en 
condition physiologique. Ainsi, l’étude des CSH se fait depuis des décennies dans des modèles de 
transplantation qui ne miment pas les conditions normales de différenciation, d’expansion et d’auto-

renouvellement des CSH. Il est donc difficile de savoir ce que fait réellement une CSH lorsqu’elle n’est 
pas contrainte à une prolifération et une différenciation vers tous les lignages dans le cadre d’une 
transplantation et de faire la différence entre son potentiel et son destin réel. L’émergence de nouvelles 
techniques de barcoding in situ ouvre de nouvelles portes à l’étude de l’hématopoïèse à l’état basal. 
Des équipes ont ainsi étudié l’hématopoïèse à l’état d’équilibre grâce à différents modèles génétiques 
permettant le suivi de la progénie des CSH in vivo. Plusieurs équipes ont ainsi montré qu’à l’âge adulte, 
les CSH ne participent que très peu à l’hématopoïèse, les cellules matures générées provenant 
principalement des MPP ou des CSH « court-terme » (Busch et al., 2015; Sun et al., 2014). Les CSH 

« long-terme » n’interviendraient que très tôt dans la vie d’un individu, pendant le stade fœtal et juste 
après la naissance (Pei et al., 2017). De façon contradictoire, d’autres équipes ont rapporté une 
contribution importante des CSH « long-terme » à tous les lignages hématopoïétiques (Sawai et al., 

2016; Säwen et al., 2018). Cet apparent paradoxe pourrait être dû aux différences dans les modèles 

génétiques utilisés et ne permet pas de tirer une conclusion absolue sur la contribution des CSH à 

l’hématopoïèse en conditions basales.   

Par ailleurs, un autre axe de réflexion est la notion de continuité dans la différenciation 

hématopoïétique. Ainsi, le modèle classique des branches, où l’acquisition ou la perte de certains 
marqueurs permet de dessiner des catégories aux frontières bien définies et aux propriétés différentes, 

ne représenterait pas fidèlement la réalité de la différenciation hématopoïétique. Celle-ci se ferait 

plutôt selon un continuum progressif, dont la linéarité n’est pas certaine, générant un ensemble assez 
hétérogène (Figure 7 et pour revue Cheng et al., 2020; Laurenti and Göttgens, 2018). 
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Les CSH se trouvent majoritairement dans la moelle osseuse dite « rouge », principalement à 

l’intérieur des os longs ou plats comme le fémur ou le bassin chez la souris, et dans les os du crâne, de 
la cage thoracique, du bassin et de la colonne vertébrale chez l’homme, sauf chez le jeune enfant où 
une grande majorité des os sont concernés. La MO est un tissu très hétérogène comportant de 

nombreux types cellulaires de différents lignages ainsi que des composants non cellulaires, comme la 

matrice extracellulaire ainsi que des facteurs de croissances, cytokines, etc. Dans cette MO se trouvent 

des microenvironnements très particuliers appelés niches, qui récapitulent un certain nombre de 

propriétés leurs permettant de maintenir les CSH dans leur état de quiescence. De nombreuses études 

ont étudié la niche hématopoïétique murine, contrairement à la niche hématopoïétique humaine, 

cependant un certain nombre de propriétés semblent partagées par ces deux microenvironnements 

(van Pel et al., 2016). Au sein de la MO, différents types cellulaires et composants non-cellulaires 

peuvent participer au maintien d’un certain nombre de propriétés de la CSH (Figure 8).  

Les ostéoblastes 

Les cellules présentes à la surface de la matrice osseuse, notamment les ostéoblastes, ont très 

vite été identifiées comme des composants de la niche (Calvi et al., 2003). Leur rôle pourrait être lié à 

une signalisation via la production de thrombopoïétine (Yoshihara et al., 2007). Par ailleurs, la 

signalisation via l’hormone parathyroïde (PTH) impliqué dans la différenciation ostéoblastique (Zhang 

et al., 2003), ou l’inactivation de gènes tels que Bmpria (bone morphogenic protein receptor type 1A) 

(Visnjic et al., 2004) impliquent une augmentation du nombre d’ostéoblastes qui induit une expansion 
des CSH in vivo. Cet effet serait médié par l’interaction des CSH avec la molécule d’adhésion N-

cadhérine. De plus, les ostéoblastes permettent un maintien des CSH in vitro (Taichman et al., 1996). 

Les ostéoclastes semblent aussi impliqués dans la construction de la niche via la régulation de la 

différenciation ostéoblastique (Mansour et al., 2012). Cependant, le rôle des ostéoblastes reste 

controversé, plusieurs études ayant montré que leur déplétion n’induisait pas d’effet sur le nombre de 
CSH (Kiel et al., 2007; Zhu et al., 2007). De la même façon, une augmentation du nombre d’ostéoblastes 
n’a pas plus d’impact sur le nombre de CSH (Lymperi et al., 2008). Enfin, plusieurs équipes ont montré 

que les CSH n’étaient pas nécessairement localisées à proximité des ostéoblastes (Nombela-Arrieta et 

al., 2013), indiquant que l’effet de ces cellules, s’il existe, est probablement indirect.  

Les cellules stromales mésenchymateuses et cellules périvasculaires 

Les cellules stromales mésenchymateuses (CSM), caractérisées par leurs capacités de 

différenciation en trois lignages distincts (adipocytaire, ostéogénique et chondrogénique) sont des 

acteurs majeurs de la niche. Différentes populations isolées à partir de MO adulte ou fœtale et purifiées 
entre autres grâce aux marqueurs CD146, CD105 et CD51 ont en effet permis la génération de niches 

ectopiques permettant le recrutement de cellules endothéliales et hématopoïétiques, sous la peau 

(Sacchetti et al., 2007) et au niveau de la capsule rénale (Chan et al., 2009). D’autres études s’appuyant 
sur un marquage Nestin-GFP, caractérisant des CSM périvasculaires, sont venues préciser ces données 

(Acar et al., 2015; Kunisaki et al., 2013; Méndez-Ferrer et al., 2010). En particulier, les cellules exprimant 

le plus ce marqueur, plus rares, semblent être les plus proches des CSH in vivo. Par ailleurs, des sous-

types de cellules possédant un potentiel mésenchymateux (adipo-ostéogénique), recoupant 

partiellement la population Nestin+ comme les cellules réticulées abondantes en CXCL12 (CXC motif 

chemokine ligand 12) ou CAR pour CXCL12-abundant reticular cells, ou les cellules exprimant le 

récepteur à la leptine LEPR+ (leptine receptor) se sont révélées fondamentales pour la régulation des 
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CSH dans la niche (Ding et al., 2012; Omatsu et al., 2010; Zhou et al., 2014). Ces cellules expriment deux 

facteurs indispensables au maintien des CSH dans la niche, le CXCL12, qui se lie au récepteur CXCR4 

(CXC motif chemokine receptor 4) présent sur les CSH (Sugiyama et al., 2006) et le SCF, ligand de cKIT. 

Cependant, la suppression de l’expression de CXCL12 dans les CSM exprimant LEPR par un système Cre 

n’induit pas de différence dans le nombre de CSH. En revanche, cette même suppression dans des CSM 
plus rares exprimant NG2 (neural/glial antigen 2) (Asada et al., 2017) ou PRDX1 (Greenbaum et al., 2013) 

induit une déplétion des CSH dans la moelle osseuse. L’ensemble de ces études démontre que différents 
types de CSM et de cellules périvasculaires peuvent contribuer différentiellement au sein de la (ou des) 

niches hématopoïétiques. Enfin, d’autres cellules différenciées à partir des CSM comme les adipocytes 

peuvent également jouer un rôle dans la niche hématopoïétique. Le nombre de CSH est en effet moins 

important dans les zones les plus riches en adipocytes ; de plus la sécrétion d’adiponectine semble avoir 
un impact négatif sur les CSH (Naveiras et al., 2009). 

Les cellules endothéliales 

Les cellules endothéliales, notamment celles présentes au niveau de l’endothélium vasculaire, 
sont aussi impliquées dans le maintien des CSH. Ce constat est cohérent avec la différenciation 

hématopoïétique primaire à partir de l’endothélium au niveau de l’embryon. Tout comme les 
ostéoblastes, les cellules endothéliales permettent le maintien ex vivo en culture des CSH (Chute et al., 

2006). De plus, elles expriment la molécule d’adhésion E-selectin, qui permet le maintien des CSH dans 

la niche grâce à l’interaction avec plusieurs ligands, par exemple CD44 ou ESL1 (E-selectin ligand 1) 

(Winkler et al., 2012) ; ainsi que VCAM1 (vascular cell adhesion protein 1), interagissant avec VLA4 (very 

late antigen 4) sur les CSH (Papayannopoulou et al., 1995). Les cellules endothéliales participent 

également au maintien des CSH via la sécrétion de SCF (Ding et al., 2012) et de CXCL12 (Ding and 

Morrison, 2013). La supression de l’expression de ces facteurs spécifiquement dans les cellules 

endothéliales induit en effet une diminution du nombre de CSH, même si celle-ci est moindre que dans 

le cas des cellules stromales périvasculaires.  

Les cellules hématopoïétiques différenciées 

Certaines cellules hématopoïétiques différenciées sont très importantes pour la régulation des 

CSH au sein de la niche. En particulier, plusieurs études ont démontré l’implication des mégacaryocytes. 
Leur déplétion induit la prolifération des CSH et il a été montré qu’ils régulent directement la quiescence 

des CSH, via la sécrétion de plusieurs facteurs : CXCL4 (Bruns et al., 2014), TGFβ (transforming growth 

factor beta) (Zhao et al., 2014), et TPO (Nakamura et al., 2012). Il a également été montré que les cellules 

myéloïdes participent à la rétention des CSH dans la niche. C’est en particulier vrai pour les macrophages 

(Chow et al., 2011; Winkler et al., 2012). En effet, la déplétion des macrophages exprimant le CD169 

induit une mobilisation des CSH dans la circulation sanguine. Les monocytes et les neutrophiles jouent 

quant à eux un rôle dans la régulation des CSH via la signalisation par le G-CSF (granulocyte colony 

stimulating factor) et la sécrétion de prostaglandine E2 (PGE2) (Christopher et al., 2011; Kawano et al., 

2017).  

Cellules neurales 

Des cellules neurales peuvent également être impliquées dans les propriétés de la niche (pour 

revue Fielding and Méndez-Ferrer, 2020). La MO est en effet innervée par le système nerveux 

sympathique qui est impliqué dans la régulation des CSH, en particulier lors de la mobilisation par le G-

CSF (Katayama et al., 2006; pour revue Maryanovich et al., 2018) et par les cellules de Schwann via une 
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signalisation par le TGFβ (Yamazaki et al., 2011). Une autre preuve de la communication entre le 

système nerveux et la niche hématopoïétique est la régulation de la mobilisation sanguine des CSH par 

le rythme circadien (Méndez-Ferrer et al., 2008; pour revue Méndez-Ferrer et al., 2009). 

Composants non-cellulaires 

Certaines protéines importantes pour la régulation des CSH dans la niche sont exprimées par 

plusieurs des types cellulaires présentés. Par exemple, CXCL12 et SCF, déjà introduits précédemment, 

sont exprimés par différents sous-types de CSM. La famille des facteurs de croissance des fibroblastes 

(FGF pour fibroblast growth factor) est aussi impliquée, ces facteurs étant sécrétés par les 

mégacaryocytes et différentes cellules stromales. On peut citer également JAMB, ligand de JAMC, 

exprimé par les cellules endothéliales, les ostéoblastes et les CSM et qui est fondamental pour le 

maintien des CSH dans la niche (Arcangeli et al., 2011). D’autres facteurs comme l’angiopoïétine (Arai 

et al., 2004), le TGFβ (précédemment cité et Yamazaki et al., 2009), ou le BMP4 (bone morphogenic 

protein 4), qui régule à la fois le nombre et la fonction des CSH dans le microenvironnement (Goldman 

et al., 2009) ont aussi été étudiées pour leur implication dans la niche hématopoïétique. Très 

récemment, le rôle des BMP sur l’auto-renouvèlement des CSH a été confirmé (Warsi et al., 2020). 

D’autres types de molécules sont également importants dans la régulation des CSH au sein de la niche, 

comme les ions Ca2+. Il a en effet été montré que la concentration extracellulaire d’ions calcium était 
détectée par les CSH grâce aux récepteurs au calcium CaR (calcium-sensing receptor) et que cette 

signalisation était fondamentale pour le maintien des CSH dans la niche (Adams et al., 2006). Une étude 

plus récente a par ailleurs démontré que les CSH arboraient un faible taux de calcium intracellulaire 

obtenu grâce à un efflux important par les pompes à calcium (Luchsinger et al., 2019).  

 

Pour terminer concernant les facteurs non-cellulaires, de nombreux constituants de la matrice 

extracellulaire, collagène, fibronectine, laminine ou encore ostéopontine permettent l’adhésion des 

CSH grâce à l’interaction avec différentes intégrines présentes à la surface des CSH (Nilsson et al., 1998). 

D’autres molécules comme l’acide hyaluronique sont aussi impliquées dans le nichage et le maintien 

des CSH, notamment grâce à sa liaison avec la protéine CD44 (Avigdor et al., 2004).  

Compte-tenu de tous ces résultats, la situation exacte de la niche hématopoïétique dans la MO 

ainsi que l’implication précise des différents types de cellules citées reste débattue au sein de la 
communauté scientifique, notamment concernant la différence entre les zone endostéales, 

principalement composées d’ostéoblastes, et péri-vasculaires ou sinusoïdales, constituée plutôt de 

cellules stromales et endothéliales (pour revue Kiel and Morrison, 2008). Néanmoins, chez l’homme, il 
a été montré que les CSH localisées dans la partie endostéale de la zone trabéculaire osseuse avaient 

un potentiel de reconstitution supérieur (Guezguez et al., 2013).  Il se pourrait également que les CSH 

se situent dans des zones associant ces deux caractéristiques (Lo Celso et al., 2009). Par ailleurs, malgré 

les différences anatomiques des différents os et la nature spatialement hétérogène de la MO, il a été 

montré que toutes les CSH issues de ce microenvironnement semblent partager les mêmes propriétés : 

fonctions, phénotype, transcriptome (Kiel et al., 2005b). 
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semble être la forme majoritairement retrouvée dans les tissus et la plus active (Wenger, 2002). La 

stabilisation d’HIF1α est ainsi considérée comme un marqueur de l’hypoxie. 

HIF1 régule la transcription de nombreux gènes codant des protéines impliquées par exemple 

dans le métabolisme du glucose (GAPDH (glyceraldehyde-3-phosphatedeshydrogenase), GLUT1 

(glucose transporter type 1), LDHA (lactate dehydrogenase), PDK1 (pyruvate dehydrogenase kinase 1)), 

l’érythropoïèse (érythropoïétine, transferrine), ou la régulation vasculaire (VEGF (vascular endothelial 

growth factor 1) et ses récepteurs par exemple) (pour revue Semenza, 2010). Dans les CSH murines, il 

a été montré que les facteurs HIF et en particulier HIF1 jouent un rôle fondamental pour le maintien de 

leurs propriétés, à la fois au stade embryonnaire et à l’âge adulte (pour revue Imanirad and Dzierzak, 

2013). En particulier, dans les CSH adultes, la délétion bi-allélique conditionnelle de HIF1 dans les 

cellules hématopoïétiques ne provoque pas d’effet majeur in vitro mais induit une perte de l’auto-

renouvèlement, observée grâce à des transplantations en série (Takubo et al., 2010). Cet effet est médié 

par p16Ink4a, impliqué dans la sénescence des cellules. Par ailleurs, à ce jour deux cibles de HIF1 ont 

principalement été identifiées chez les CSH murines. La première est le gène Vegfa, codant la protéine 

VEGFα. Une signalisation intracrine par cette protéine est absolument nécessaire au maintien du 
nombre et des capacités clonogéniques et de reconstitution des CSH (Gerber et al., 2002). De plus, elle 

est impliquée dans la construction de la niche ostéoblastique (Chan et al., 2009). Rehn et al. ont conçu 

un modèle génétique dans lequel le site HRE de Vegfa était muté afin de prévenir la liaison d’HIF et donc 
la régulation de l’expression de Vegfa par l’hypoxie (Rehn et al., 2011). Il en résulte différents 

phénotypes : létalité pré-natale partielle, anémie, défauts d’ossification dans la niche. Concernant les 
CSH, leur fréquence est accrue mais leurs capacités de reconstitution hématopoïétique sont 

sévèrement réduites en modèle de transplantation en compétition. Enfin, d’autres acteurs que l’hypoxie 
peuvent également avoir un impact sur les CSH via une stabilisation de HIF1 et une transcription accrue 

de Vefga, comme la présence de facteurs de croissance tels que la TPO (Kirito et al., 2005). La perte de 

la régulation de l’expression de VEGFα par l’hypoxie a dont un impact majeur sur les fonctions des CSH.   

La régulation par l’hypoxie et HIF du couple CRIPTO-GRP78 (glucose regulated protein 78) est 

également bien caractérisée dans les CSH (Miharada et al., 2011, 2012). Les cellules positives pour ce 

récepteur GRP78 se trouvent en effet dans la niche endostéale, ont un marquage au pimonidazole 

moins important et un plus faible potentiel mitochondrial, ce qui est caractéristique de l’hypoxie. Dans 
cette niche, CRIPTO, le ligand de GRP78, est exprimé. Enfin, la délétion de HIF1α a un impact majeur sur 
ce couple, puisqu’il diminue la fréquence des CSH positives pour GRP78 ainsi que l’expression de 
CRIPTO, indiquant une régulation par l’hypoxie. 

Chez l’homme néanmoins, Rouault-Pierre et al ont montré que HIF2 jouait un rôle beaucoup 

plus important que HIF1 pour le maintien des CSH (Rouault-Pierre et al., 2013). En effets, les auteurs 

démontrent qu’une sous-expression de HIF2α induit une diminution du nombre de colonies érythroïdes 
générées in vitro ainsi qu’une plus forte perte du potentiel de reconstitution hématopoïétique in vivo à 

court et à long terme en souris NSG. D’après le transcriptome des cellules HIF2α, cet effet est dû à une 
augmentation du stress oxydant et de l’apoptose et à des défauts mitochondriaux.  

Ainsi, l’hypoxie est un composant fondamental permettant le maintien des CSH. Ce facteur est 
très finement lié au métabolisme des CSH, dont nous reparlerons en détails dans le chapitre 2. 
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dormante et tous les 36 jours pour une CSH activée dans un modèle murin (Wilson et al., 2008). Le 

maintien en quiescence se fait grâce à de nombreux régulateurs du cycle cellulaire, de la famille des 

inhibiteurs de kinase dépendant de la cycline (CDKN pour cyclin-dependent kinase inhibitors) de la 

famille CIP/KIP comme p21Cip1/Waf1 (Cheng et al., 2000), p27Kip1, p57Kip2 (Matsumoto et al., 2011; Zou et 

al., 2011), mais aussi de la famille INK4 (inhibitors of CDK4) comme p16Ink4a (Oguro et al., 2006) ou 

p18INK4c (Yu et al., 2006; Yuan et al., 2004), ou encore de p19Arf (Oguro et al., 2006). Un autre acteur bien 

connu pour être impliqué dans la prolifération et la croissance cellulaire, le complexe mTORC1 

(mammanlian target of rapamycin complex 1) est aussi fondamental pour le maintien en quiescence 

des CSH. La délétion de régulateurs négatifs de cette voie, comme FBXW7 (F-box and WD repeat domain 

containing 7), TSC1 (tuberous sclerosis 1 protein) ou encore PML (promyelocytic leukemia protein), 

induit une prolifération accrue des CSH menant finalement à un épuisement (Laurenti et al., 2008; 

Matsuoka et al., 2008; Thompson et al., 2008). Dans le cas de FBXW7, cet effet est médié par une 

apoptose dépendante de p53 et pourrait également impliquer d’autres acteurs comme cMYC (MYC 

proto-oncogene, bHLH transcription factor). Traiter les cellules déficientes pour TSC1 et PML à la 

rapamycine, un inhibiteur de la voie mTor, permet cependant de restaurer leurs capacités.  Il est à noter 

il semble exister une réversibilité entre des CSH quiescentes, vraisemblablement au plus haut potentiel 

de reconstitution, et des CSH cyclantes, activées, par exemple après un signal de stress extérieur comme 

la chimiothérapie (Wilson et al., 2008). Cependant, la « qualité » des CSH en termes de capacités à long-

terme est fortement dépendante du nombre de fois où elles ont dû entrer en cycle (Bernitz et al., 2016). 

Nous reviendrons sur ce point dans le chapitre 2. 

 

Facteurs de transcription 

Les facteurs de transcription sont des protéines nécessaires à la régulation de l’expression 

d’autres gènes. Des facteurs de transcription comme PBX1 (PBX homeobox 1) (Ficara et al., 2008), 

SCL/TAL1 (stem cell leukemia protein/TAL bHLH transcription factor 1) (Lacombe et al., 2010; Reynaud 

et al., 2005), EGR1 (early growth response 1) (Min et al., 2008), GFI1 (growth factor independant 1 

transcriptional repressor) (Hock et al., 2004), KLF4 (Kruppel like factor 1) (pour revue Park et al., 2019) 

ou encore EVI1 (ecotropic virus integration site 1) (Goyama et al., 2008; Kataoka et al., 2011; Kustikova 

et al., 2013) permettent de maintenir les CSH dans un état quiescent et/ou de préserver leur capacités 

d’autorenouvèlement à long-terme. D’autres facteurs comme RUNX1 (RUNX family transcription factor 

1) ou GATA2 (GATA binding protein 2) sont d’une importance capitale à certains stades de 
l’hématopoïèse embryonnaire et fœtale, mais ont une implication plus mitigée à l’âge adulte (Dakic et 

al., 2005; Ling et al., 2004; Okuda et al., 1996). L’implication des trois grandes voies Notch, Wnt et 

Hedgehog ne semble pas clairement établie dans le maintien des propriétés des CSH, malgré un rôle 

majeur dans l’hématopoïèse de manière générale.  Enfin, d’autres voies liées au stress oxydant, comme 
AKT (AKT serine/threonine protein kinase) et FOXO (forkhead box O), sont extrêmement importantes 

pour le maintien des CSH et seront discutées dans le chapitre suivant.  

Voies de la réparation de l’ADN 

Les voies de la réparation de l’ADN sont impliquées dans les processus de réponse au stress, 

mais sont également utiles pour préserver l’intégrité de l’ADN lors des processus réplicatifs par exemple 
lors de l’auto-renouvèlement des CSH. Ainsi, les protéines de ces voies jouent un rôle important dans le 

maintien des propriétés des CSH en conditions basales. Celles-ci peuvent être impliquées dans la 

jonction d’extrémités non-homologue (ou non-homologous end joining, NHEJ), comme DNA-PKc (DNA-
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dependent protein kinase catalytic subunit) (Zhang et al., 2011), la Ligase IV (Rossi et al., 2007), ou 

Ku70/80 (Qing et al., 2014; Rossi et al., 2007) ; dans la recombinaison homologue, comme BRCA2 (breast 

cancer susceptibility protein 2) (Navarro et al., 2006) ; ou encore la réparation par excision de 

nucléotide, comme ERCC1 (excision repair cross complementation group 1) (Prasher et al., 2005). 

L’absence de ces protéines mène, dans la plupart des cas, à une diminution du nombre de CSH, et les 
CSH restantes présentent des défauts de reconstitution hématopoïétique, en particulier en compétition 

contre des CSH de souris sauvage. Enfin, les voie ATM (ataxia telangiectasia mutated) (Ito et al., 2004) 

et p53 (Asai et al., 2011; Liu et al., 2009), bien connues dans la réparation de l’ADN via divers 
mécanismes, sont également cruciales dans la régulation des CSH. En particulier, la délétion d’ATM 
provoque un épuisement des CSH via une perte de la quiescence et une augmentation de l’expression 
de p16 et p19, ainsi qu’une élévation des espèces réactives de l’oxygène (ROS), dont nous parlerons 

plus spécifiquement dans le chapitre 2 (Ito et al., 2004).  

Micro-ARN 

Le rôle des microARN (miARN) dans la régulation des cellules est de plus en plus étudié, et cela 

est vrai également dans les CSH (pour revue Montagner et al., 2014). Les miARN sont des ARN non-

codants de petite taille (typiquement moins de 25 nucléotides) qui permettent la régulation de 

l’expression des gènes au niveau de l’ARN messager (ARNm) : en se liant à des sites dans la région 3’ 
non traduite de l’ARNm, les miARN provoquent le blocage de sa traduction ou sa dégradation, menant 

à une quantité réduite de protéine produite. Plusieurs miARN ont été identifiés comme des régulateurs 

des CSH chez la souris grâce à un modèle n’exprimant pas l’enzyme Dicer qui permet la synthèse des 
miARN, notamment miR-99b, let-7e et miR-125a. En particulier, il a été montré que l’expression de 
miR125-a est associée à une augmentation du nombre de CSH in vivo (Guo et al., 2010). Un certain 

nombre de miARN sont exprimés à la fois dans les CSH humaines et murines, montrant une bonne 

conservation inter-espèces (O’Connell et al., 2010). Par des expériences de reconstitution 

hématopoïétique après l’induction d’une surexpression de certains miARN par transduction rétrovirale, 
les auteurs ont montré que ces miARN jouent un rôle dans le maintien de l’hématopoïèse et des CSH à 
long-terme. Certains d’entre eux confèrent un avantage aux CSH comme miR-125b, miR155 ou miR-126 

(également chez l’homme, avec une implication dans la voie PI3K/AKT (phosphatidylinositol 3-kinases), 

Lechman et al., 2012) ; à l’inverse, d’autres comme miR-196b, miR-181c ou let-7e, ont un effet néfaste. 

Chez l’homme, il a été montré que miR-29a, exprimé dans la population CD133+, est impliqué dans la 

voie Wnt (Bissels et al., 2011). Chez la souris, ce même miARN permet le maintien des progéniteurs 

immatures (Han et al., 2010). 

Régulateurs épigénétiques 

Comme pour les miARN, la régulation épigénétique, c’est-à-dire l’altération de façon stable et 
transmissible de l’expression génétique sans modification de l’ADN, est de plus en plus sur le devant de 

la scène concernant la régulation de divers processus biologiques. Plusieurs familles de modifications 

sont contenues dans ce terme : méthylation de l’ADN, modifications des histones, remodelage de la 

chromatine. Ces dernières années, l’étude de ces modifications s’est développée pour mieux 

comprendre la régulation des propriétés des CSH (pour revue Sharma and Gurudutta, 2016). 

L’expression des gènes réuglant les CSH semble ainsi être une conséquence de modifications 
épigénétiques liées à la méthylation de l’ADN et à l’acétylation des histones (Cabezas-Wallscheid et al., 

2014).  
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La famille des DNA méthyltransférases (DNMT) est impliquée dans la méthylation de l’ADN ; il a 

été montré que certaines de ces protéines, notamment DNMT1 (Trowbridge et al., 2009) et DNMT3a 

et DNMT3b (Challen et al., 2011, 2014), étaient cruciales pour le maintien de l’auto-renouvèlement et 

des capacités de différenciation des CSH.   

Au niveau des histones, plusieurs familles de modification existent. Les histones 

acétyltransférases, ou HAT, sont également nécessaires à l’hématopoïèse normale (pour revue Sun et 

al., 2015). En effet, ces protéines peuvent réguler l’expression de gènes nécessaires au maintien des 
propriétés des CSH. Par exemple, p300 cible cMYB et permet la différenciation des CSH (Oike et al., 

1999) ; CBP (CREB binding protein) favorise au contraire l’auto-renouvèlement au détriment de la 

différenciation via GFI1β (Chan et al., 2011) ; MOZ (monocytic leukemia zinc finger protein) provoque 

une surexpression de p16Ink4a et la sénescence des CSH (Thomas et al., 2006). La méthylation et 

déméthylation des histones sont également cruciales. Les zones méthylées sont souvent le signe de 

régions qui ont été soit activées, soit réprimées. Les gènes du groupe Polycomb (PcG) sont suspectés 

d’être impliqués dans la régulation de l’auto-renouvèlement des CSH, en particulier via la modification 

des histones. Il a notamment été montré que BMI1 (BMI1 proto-oncogene, polycomb ring finger), de la 

famille du PcG PRC1 (protein regulator of cytokinesis 1), joue un rôle central dans le maintien des CSH. 

Les souris Bmi1-/- subissent en effet une pancytopénie progressive due à un défaut d’auto-

renouvèlement des CSH (Rizo et al., 2008, 2009). Des défauts importants de prolifération et d’auto-

renouvèlement sont également visibles dans les CSH murines fœtales (Lessard and Sauvageau, 2003).  

De plus, des membres de PRC2, comme la famille des histones déactélysases (HDAC) (pour revue Wang 

et al., 2020) ou EZH2 (Kamminga et al., 2006) sont également cruciaux. En particulier, la surexpression 

de EZH2 (enhancer of zeste 2 polycomb repressive complex 2 subunit) permet de conserver un potentiel 

de reconstitution hématopoïétique beaucoup plus long au cours de transplantations en séries par 

rapport à des CSH murines non modifiées, vraisemblablement via une stabilisation de la chromatine. 

Ainsi, le remodelage de la chromatine est aussi un élément à prendre en compte. Par exemple, un article 

récent indique que la perte de ZNHIT1 (zinc finger HIT-type containing 1), une protéine de type doigt de 

zinc impliquée dans le remodelage de la chromatine, induit un épuisement des CSH (Sun et al., 2020). 

Ce phénotype pourrait être dû à des modifications dans l’accessibilité des amplificateurs de gènes 
jouant un rôle dans la quiescence des CSH, comme PTEN (phosphatase and tensin homolog) ou KLF4.  

 

 

 Pour conclure, la régulation des CSH a lieu grâce à de nombreux acteurs internes et externes, 

dont les modes d’actions sont finement entrecroisés. Dans cette partie, j’ai volontairement omis de 
mentionner le rôle central du métabolisme et de molécules qui lui sont associées, comme les ROS, dans 

le maintien des propriétés des CSH. Nous allons maintenant aborder de façon plus précise leur rôle et 

leur régulation dans le deuxième chapitre de cette introduction. 
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Chapitre 2 : Métabolisme, stress oxydant et signalisation redox 
dans la CSH 
 

1. Métabolisme et mitochondrie dans la CSH 
 

a. Les différentes voies métaboliques 
 

i. Principes généraux du métabolisme 
 

Pour vivre, une cellule, comme tout organisme, a besoin d’énergie. De nombreux mécanismes 
lui permettent de dégrader des nutriments pour fournir à la cellule cette énergie, qu’elle pourra 
réutiliser pour synthétiser les molécules qui lui sont nécessaires. Ces mécanismes se divisent en deux 

catégories :  

- le catabolisme, qui permet la transformation des nutriments (carbohydrates, comme le 

glucose ou le fructose, lipides, protéines) en plus petites molécules utilisables par la cellule, 

par des processus tels que la glycolyse, la lipolyse et la protéolyse respectivement. 

- l’anabolisme, qui permet la synthèse de molécules utiles à l’organisme à partir des petites 
molécules obtenues, par exemple la synthèse de protéines complexes à partir d’acides 
aminés. 

Au cours des réactions qui interviennent dans ces mécanismes, chaque molécule créée devient 

un substrat pour la réaction suivante. Ces processus reposent principalement sur des réactions d’oxydo-

réduction et sont régis par un ensemble d’enzymes spécifiques. Les réactions sont le plus souvent 
unilatérales. Un rare contre-exemple est la glycolyse, qui peut être réversible.  

Les réactions mises en jeu permettent également la libération et le stockage d’énergie. Plusieurs 

duos de molécules sont impliqués, dont principalement les couples ADP/ATP (adenosine 

diphosphate/triphosphate) et NAD(P)+/NAD(P)H (nicotinamide adénine dinucléotide (phosphate)). Ces 

molécules sont également des co-facteurs dans nombre de réaction biochimiques, et sont 

successivement consommées et régénérées au cours des différents processus métaboliques. L’ATP est 
le réservoir principal d’énergie de la cellule : la décomposition d’ATP en une molécule d’ADP et un ion 
phosphate libère en effet de l’énergie par la cassure d’une liaison chimique.  L’ADP relâché peut ensuite 
être de nouveau phosphorylé lors d’une autre réaction. D’autre couples redox de co-facteurs, par 

exemple FAD/FADH2 (flavine adénine dinucléotide) sont aussi impliqués dans les échanges redox au 

sein des cellules et sont indispensables au bon fonctionnement métabolique. 
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ii. Voies métaboliques principales 
 

Chez l’être humain, la majorité des cellules se repose principalement sur la respiration cellulaire 
pour produire leur énergie. Cet ensemble de processus biochimiques qui se déroule dans la matrice 

mitochondriale permet la production d’un très grand nombre de molécules d’ATP. Il se décompose en 
2 grandes étapes : le cycle de Krebs (ou cycle de l’acide citrique), qui permet de transformer l’acétyl-
CoA fourni par des voies métaboliques plus précoces en relâchant du C02 et en fournissant de l’ATP, du 
NADPH et du FADH2. Ces deux dernières molécules sont ensuite recrutées par la chaîne respiratoire 

mitochondriale pour entrer dans le processus de phosphorylation oxydative au niveau de la membrane 

mitochondriale (Figure 11). Ces co-enzymes sont alors réduites. Les électrons libérés sont ensuite 

acheminés via les complexes I ou II respectivement jusqu’au complexe IV grâce à la co-enzyme Q et au 

cytochrome C où ils sont finalement récupérés par l’oxygène moléculaire, accepteur final des électrons 
ensuite réduit en H2O. Ce cheminement provoque l’expulsion d’ions H+, provoquant un gradient 

électrochimique de pH et de charges, mesurable sous le nom de polarisation mitochondriale. Le retour 

de ces protons dans la matrice mitochondriale par des pompes à protons nommées ATP synthase est à 

l’origine de la génération d’ATP : 3 protons permettent alors de synthétiser une molécule d’ATP. 36 
molécules d’ATP peuvent être générées par un cycle complet. Dans ce processus, l’oxygène est un 
élément indispensable, car sans lui l’acceptation des électrons ne peut pas se faire. L’ensemble de ces 
étapes est donc dit « aérobie », faisant référence à la nécessité de la présence d’oxygène. 

Tiré de Ho et al., 2012 

L’acétyl-CoA nécessaire à la première étape du cycle de Krebs peut être apporté par différentes 

voies. La principale est la glycolyse, qui permet la transformation de glucose en pyruvate dans le cytosol 

des cellules. Ce pyruvate est alors majoritairement impliqué dans la réaction de décarboxylation 

oxydative menant à l’acétyl-CoA au sein de la matrice mitochondriale. D’autres voies peuvent 
également permettre la synthèse d’acétyl-CoA, par exemple la β-oxydation des acides gras (ou fatty acid 

oxidation, FAO), via la formation d’acyl-CoA. Cette réaction permet en outre la production de NADH et 

de FADH2 (Figure 12). 

Figure 11 : Schéma de la phosphorylation oxydative dans la respiration cellulaire 
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Enfin, d’autres voies peuvent permettre d’alimenter le cycle de Krebs en apportant des 
substrats à d’autres endroits du cycle. On peut citer par exemple la voie de la glutamine, transformée 

en glutamate par la glutaminase (GLS). La lyse de cette molécule permet ensuite la production d’α-keto-

glutarate, impliqué dans le cycle de Krebs quelques étapes après l’acétyl-CoA. Elle peut également être 

utilisée pour la synthèse du glutathion, protéine antioxydante majeure dans nos cellules (Altman et al., 

2016) (Figure 12).  

Tiré de Oburoglu et al., 2016 

 

Cependant, en cas d’absence d’oxygène, certains mécanismes doivent être mis en place par la 
cellule afin de pallier le manque d’énergie. Ces processus sont alors dits « anaérobie ». En particulier, le 

pyruvate produit par la glycolyse peut entrer dans une réaction dite de fermentation lactique, 

permettant la production de lactate et de 2 molécules d’ATP. Cette réaction est donc bien moins efficace 
que la phosphorylation oxydative pour la génération d’énergie, mais présente l’avantage d’être très 
rapide et de produire d’autres molécules (chaînes carbonées, NADPH…) nécessaires pour la synthèse 

de biomasse (acides aminés, nucléotides, lipides…). Cet avantage est par exemple exploité par les 

cellules cancéreuses même en présence d’oxygène, ce qu’on appelle l’effet Warburg (Cairns et al., 

2011). Celles-ci peuvent alors proliférer rapidement car elles possèdent tout l’arsenal de molécules 
nécessaires à la synthèse de cellules filles. 

Enfin, mentionnons qu’il existe de nombreuses autres voies métaboliques, par exemple les voies 
des pentoses phosphates, autre voie de dégradation du glucose, ou des corps cétoniques, utiles à 

l’inverse en cas de déficit en glucose et qui permettent également la synthèse d’énergie ou de 
métabolites. 

 

Figure 12 : Voies principales du métabolisme énergétique 
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b. Métabolisme particulier de la CSH 
 

Phosphorylation oxydative et glycolyse 

Les cellules souches hématopoïétiques résident naturellement dans un milieu hypoxique, 

comme présenté précédemment. Ainsi, chez l’homme, il a été montré que les cellules CD34+ avaient 

une plus faible consommation d’oxygène, suggérant une diminution de la phosphorylation oxydative 

(Piccoli et al., 2005). De nombreuses études ont donc été réalisées principalement sur la souris afin de 

détailler l’état métabolique des CSH. Ainsi, les CSH reposent davantage sur la glycolyse anaérobie que 
sur la phosphorylation oxydative pour générer leur énergie (Simsek et al., 2010; Suda et al., 2011). Cela 

est mesurable en particulier par diverses méthodes telles que la mesure de la consommation d’oxygène, 
de la production d’ATP, de l’utilisation du glucose, de la production de lactate et de la polarisation 
mitochondriale via différentes sondes (Simsek et al., 2010; Vannini et al., 2016). Ce mécanisme 

glycolytique est gouverné au moins en partie par les protéines PDK (pyruvate dehydrogénase kinase), 

dont la suppression (en particulier pour PDK2 et PDK4) diminue la quiescence et les capacités de 

reconstitution hématopoïétique des CSH murines (Takubo et al., 2013). A l’inverse, les auteurs montrent 
que leur surexpression permet de restaurer la glycolyse et les propriétés souches des CSH dans un 

modèle de souris déficientes pour HIF1α et présentant une glycolyse altérée et un niveau élevé de ROS. 

PDK est en effet une cible d’HIF1α, acteur clé dans la régulation métabolique déjà évoqué 

précédemment (Kim et al., 2006). Des résultats similaires ont été observés pour des CSH déficientes 

pour le gène Mtch2 (mitochondrial carrier 2), régulateur du métabolisme. Une augmentation de la 

masse mitochondriale est également observée, suggérant un mécanisme compensatoire (Maryanovich 

et al., 2015). Le rôle des protéines PKM2 (pyruvate kinase M2) et LDHA (cible de HIF1α), impliqués dans 

la fermentation lactique du pyruvate au cours de la glycolyse anaérobie, ont également été étudiés 

(Wang et al., 2014). Une diminution de la production de lactate est observée en parallèle d’une 
augmentation de la respiration cellulaire. L’abrogation de la glycolyse anaérobie est quasiment totale 

dans les cellules Ldha-/-, mais seulement partielle dans les cellules Pkm2-/-. En conséquence, la délétion 

de PKM2 impacte principalement les progéniteurs, tandis que le déficit en LDHA diminue plus fortement 

les propriétés fonctionnelles et les capacités de reconstitution hématopoïétique des CSH. Par ailleurs, 

les progéniteurs qui commencent à s’engager dans la différenciation ont une polarisation 
mitochondriale plus élevée et donc un recours plus important à la phosphorylation oxydative, prouvant 

qu’une faible activité mitochondriale permet d’identifier la sous-population des cellules souches avec 

un potentiel de reconstitution hématopoïétique à long-terme (Vannini et al., 2016).  

Cependant, malgré une préférence pour la glycolyse dans les CSH, la suppression totale de la 

voie de phosphorylation oxydative, via la disparition de composants des complexes de la chaîne de 

respiratoire comme RISP (mitochondrial complex III subunit Rieske iron-sulfur protein), est délétère 

pour les CSH adultes et fœtales dans un modèle murin (Ansó et al., 2017). Celles-ci présentent une 

capacité d’auto-renouvèlement et de prolifération préservée, mais possèdent des défauts de 

différenciation menant à une pancytopénie et une létalité rapide. De même, des souris présentant une 

délétion dans l’ADN mitochondrial menant à une pathogénicitié liée à des défauts de respiration 
mitochondriale ont été étudiées (Inoue et al., 2010). Celles-ci arborent le même type de phénotype, 

avec un maintien de la prolifération aux dépends de la différenciation des CSH, sans induire d’apoptose. 
De plus, la déplétion de protéines telles que PTPMT1 (protein tyrosine phosphatase mitochondrial 1), 
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fortement exprimée dans les CSH, augmente d’un facteur 40 le nombre de CSH grâce à un switch vers 
la glycolyse mais empêche la différenciation hématopoïétique (Yu et al., 2013). Ainsi, la possibilité 

d’utiliser les voies métaboliques aérobies est fondamentale pour les propriétés de différenciation des 
CSH et la viabilité du système hématopoïétique. D’ailleurs, le choix des voies métaboliques utilisées est 

intrinsèquement lié à la différenciation dans les différents lignages. Par exemple, la voie de la glutamine 

est essentielle pour la différenciation érythrocytaire (Oburoglu et al., 2014). De plus, l’inhibition de GLS, 
la protéine responsable de la transformation de la glutamine en glutamate, a un rôle dans la régulation 

des CSH, prévenant leur activation et leur prolifération (Sommerkamp et al., 2020). Enfin, la fusion 

mitochondriale via MFN2 (mitofusin 2) permet le maintien de CSH programmées pour la différentiation 

lymphoïde (Luchsinger et al., 2016). 

Masse mitochondriale 

La question de la masse mitochondriale a également été soulevée. Des équipes ont montré une 

diminution de la masse mitochondriale dans les CSH, corrélant avec une augmentation de la capacité 

de reconstitution hématopoïétique et l’expression de marqueurs de surface chez l’homme comme chez 
la souris (Mantel et al., 2010; Piccoli et al., 2005; Romero-Moya et al., 2013). Cependant, d’autres 
équipes ont proposé que ces observations sont principalement dues à un efflux plus important des 

sondes fluorescentes utilisées pour marquer les mitochondries (de Almeida et al., 2017; Takihara et al., 

2019). Ils ont montré grâce à l’utilisation de drogues permettant le blocage de cet efflux, comme le 

verapamil, ou de souris mitoDendra-2, génétiquement modifiées pour exprimer un marqueur 

fluorescent dans les mitochondries, que les CSH ayant une meilleure reconstitution hématopoïétique 

auraient au contraire une masse mitochondriale plus élevée, corrélant avec l’expression de marqueurs 
d’immaturité tels que l’EPCR. Néanmoins, l’utilisation d’autres souches de souris comme R26-mito-EGFP 

a bien confirmé la baisse de la masse mitochondriale dans les populations les plus enrichies en cellules 

souches (Vannini et al., 2016). Cette question est donc encore débattue. 

Voie de la FAO 

Des études récentes suggèrent que la voie métabolique de la FAO pourrait également être 

impliquée dans les propriétés des CSH via les récepteurs activés par les proliférateurs de peroxysomes 

PPAR (peroxisome-proliferating activated receptor), famille de protéines impliquées dans cette voie 

dont il existe 3 sous-types : PPARα, PPARγ et PPARβ/δ. Cependant, la manière dont celles-ci 

interviennent n’est pas clairement établie. En effet, un premier article Ito et al. ont démontré que 

l’absence de PPARδ dans les CSH murines, qui y est le sous-type le plus représenté, ou l’inhibition de la 

FAO induit un défaut d’auto-renouvèlement et de reconstitution hématopoïétiques ; en revanche, 

l’activation pharmacologique de PPARδ donne lieu à une augmentation des capacités fonctionnelles de 

CSH (Ito et al., 2012). Cette même équipe a également étudié une sous-population enrichie en CSH 

fonctionnelles grâce à l’expression de TIE2 (tyrosine kinase with Ig and EGF homology domains 2), un 

récepteur de l’angipoïétine-1 particulièrement exprimé par les CSH : ces cellules montrent une 

augmentation de l’expression des protéines PPAR, en particulier PPARδ, ainsi que de la FAO (Ito et al., 

2016). A l’inverse, dans des CSH murines déficientes pour PTPMT1, il a été montré que l’ACC, une 
enzyme régulant négativement la FAO, était moins exprimée, indiquant une possible action négative de 

la FAO sur la CSH (Yu et al., 2013). L’équipe de Broxmeyer (Guo et al., 2018) a montré que l’inhibition 
de PPARγ dans les CSH humaines permet un meilleur maintien de leurs propriétés in vitro médié par 

une augmentation du métabolisme glycolytique  via le gène FBP1 (fructose biphosphatase 1).  
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Rôle de LKB1 

Trois équipes se sont penchées sur le rôle de LKB1 (serine/threonine kinase 11) dans les CSH 

(Gan et al., 2010; Gurumurthy et al., 2010; Nakada et al., 2010). LKB1 est une protéine kinase impliquée 

dans la régulation du métabolisme et du cycle cellulaire, majoritairement via l’activation d’AMPK 

(AMPK-activated protein kinase), qui est au cœur de la régulation du métabolisme lipidique et 

glucidique. La délétion de Lkb1 dans le système hématopoïétique murin induit, après une augmentation 

transitoire, une déplétion des CSH conduisant à une pancytopénie et à la mort des animaux. Les cellules 

déficientes en LKB1 ont un potentiel de reconstitution réduit, cyclent davantage que les cellules de 

souris sauvages (wild type, WT) mais montrent une diminution de la polarisation mitochondriale, une 

augmentation de l’autophagie, une production d’ATP réduite et une augmentation de l’apoptose. 
Cependant, il n’est pas clairement défini si l’apoptose est une conséquence des défauts mitochondriaux, 
ou l’inverse. Ces effets sont partiellement dépendants d’AMPK, mais sont indépendants de l’axe mTOR-

ROS. En effet, ni l’utilisation de l’antioxydant NAC ni de la rapamyine, un inhibiteur de mTOR, ne permet 

de restaurer les fonctionnalités des CSH Lkb1-/-. Enfin, l’expression des gènes Ppar est dérégulée dans 

les cellules Lkb1-/-, en lien avec les articles précédemment cités. 

Autophagie 

Le rôle de l’autophagie et plus spécifiquement de la mitophagie semble être un facteur clé du 

maintien du métabolisme particulier des CSH.  Il a été montré que la suppression de protéines 

impliquées dans l’autophagie comme RB1CC1 (RB1-inducible coiled-coil 1) (Liu et al., 2010) et ATG7 

(autophagy related 7) (Mortensen et al., 2010) induisent des défauts hématopoïétiques majeurs. Par 

ailleurs, une augmentation des ROS et de la masse mitochondriale est observée dans les sous-

populations de CSPH. Dans le cas de souris Atg7-/- il se produit une réduction globale du nombre de 

CSPH.  Le facteur de transcription FOXO3 est aussi impliqué dans la régulation de l’autophagie dans les 
CSH, en particulier en conditions de stress ou au cours du vieillissement (Warr et al., 2013). D’ailleurs, 
dans des souris déficientes (knock-out, KO) pour Atg12, on observe un phénotype de vieillissement des 

CSH, lié à une augmentation de l’activité mitochondriale (Ho et al., 2017). La perte du mécanisme 

d’autophagie induit aussi une perte des propriétés fondamentales des CSH (clonogénicité, quiescence) 

et un biais myéloïde important. Enfin, il a été montré que la mitophagie était induite par la voie PPAR-

FAO et que son inhibition avait un effet important sur les CSH purifiées grâce à l’expression du marqueur 
TIE2, limitant les divisions d’auto-renouvèlement et les capacités de reconstitution hématopoïétique 

(Ho et al., 2017).  

Ces résultats montrent dans l’ensemble que le métabolisme et le statut de la mitochondrie 
doivent être très finement régulés dans la CSH, car ils jouent un rôle fondamental dans la conservation 

d’un équilibre entre quiescence, prolifération et différenciation (Figure 13). 
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Tiré de Oburoglu et al., 2016 

 

2. Les espèces réactives de l’oxygène ou ROS 
 

Les espèces réactives de l’oxygène, ou ROS (pour reactive oxygen species) sont des molécules 

contenant au moins un atome d’oxygène et des électrons de valence non appariés, les rendant 
hautement réactives. On peut citer comme exemple le peroxyde d’hydrogène H2O2, l’ozone O3, ou 

l’acide hypochlorique HOCl ; et des radicaux libres tels que le radical hydroxyle HO•, l’oxygène singulet 
1O2

•, ou encore des ions comme l’anion superoxide 02
-. Un certain nombre de ROS est naturellement 

produit par les cellules, notamment en tant que sous-produits du métabolisme, mais peuvent aussi être 

générés par des causes exogènes (irradiation, rayonnement ultraviolets, etc). Les ROS jouent de 

nombreux rôles au niveau cellulaire, et sont d’une importance cruciale dans la régulation des propriétés 
et du devenir des CSH. 

 

a. Génération biochimique, liens avec la mitochondrie et voies de détoxification 
 

L’éventualité de l’existence d’une relation entre l’oxygène et la génération de radicaux libres 
dans les cellules est une idée qui a émergé dans les années 1950. Une équipe new-yorkaise a montré 

que différents agents antioxydants comme le glutathion ou le β-mercaptoéthanol permettaient à des 

souris de mieux survivre à une pression en oxygène élevée (5 bar) (Gerschman et al., 1954) 

 

.  

 

Figure 13 : Métabolisme et devenir de la CSH 
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1984). Enfin, des molécules comme l’acide urique et les vitamines A (obtenue à partir du rétinol et du 
β-carotène), C (acide ascorbique) et E (tocophérol) interviennent également comme antioxydants. 

La molécule d’H2O2 peut être vue comme une épée à double-tranchant : elle est utile pour la 

signalisation intracellulaire (pour revue Dröge, 2002; Holmström and Finkel, 2014) ; mais son 

accumulation peut être également le signe d’un dysfonctionnement de la cellule et créer des dommages 
importants au niveau de l’ADN, des lipides, etc.  

 

b. Effets des ROS sur les cellules et sur les CSH 
 

i. Mécanismes généraux d’action des ROS 
 

Signalisation 

Il a été montré sur plusieurs types cellulaires qu’une augmentation de ROS était visible en 
réponse à différents facteurs de croissance, comme le facteur de croissance épidermique EGF 

(epidermial growth factor) ou le facteur de croissance dérivé des plaquettes PDGF (platelet-derived 

growth factor) (Bae et al., 1997; Sundaresan et al., 1995). Celle-ci précède la signalisation par la 

phosphorylation de la tyrosine, qui est par ailleurs inhibée par l’ajout d’antioxydants comme la catalase 
ou la N-acétyl-cystéine (NAC).  

Différents mécanismes de signalisation ont donc été identifiés pour expliquer les effets de la 

molécule H2O2, par exemple l’oxydation de résidus cystéines sur des protéines servant de senseurs 
(Finkel, 2011) et des protéines tyrosine phospahatases (PTP) (Meng et al., 2002), dont l’activation ou 
l’inactivation régule la phosphorylation des tyrosines sur les protéines cibles.  

De nombreuses protéines sont des cibles des ROS qui permettent la signalisation dans la cellule 

(pour revue Zhang et al., 2016). Des exemples de protéines sensibles aux modifications des cystéines 

par les ROS sont NFκB (nuclear factor kappa B); les protéines de la famille des MAPK (mitogen-activated 

protein kinases) comme ERK (extracellular signal-regulated kinase) ou p38 ; la voie AKT avec la famille 

FOXO (pour revue de Keizer et al., 2011), p53 ou mTOR (mammalian target of rapamycin) ; ou encore la 

voie KEAP1-NRF2 (Kelch-like ECH associated protein 1 et nuclear factor erytroid 2 related factor 

2) (Taguchi et al., 2011). La signalisation induite leur permet alors de jouer leur rôle de facteur de 

transcription. Par exemple, NRF2 est normalement séquestré par KEAP1 afin d’être dégradé par le 
protéasome 26S. En présence d’espèces oxydantes, la liaison entre KEAP1 et NRF2 est rompue par 

l’oxydation de résidus cystéines gouvernant l’activité de KEAP1 ou de façon plus limitée par la 

phosphorylation directe de NRF2 par des kinases activées par le stress oxydant (pour revue Zhang et al., 

2016). Ainsi, après translocation dans le noyau et reconnaissance des motifs des éléments de réponse 

antioxydante (ARE), l’expression de différents gènes antioxydants est réalisée.  

Tous ces mécanismes sont à l’origine de divers comportements dans de nombreux types 

cellulaires (différenciation, prolifération, senescence, apoptose). En particulier, dans les CSH, le rôle des 

ROS est d’une importance cruciale dans le maintien de leurs propriétés. 
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Dommages à l’ADN, aux protéines et aux lipides 

En cas de mauvais détoxification du peroxyde d’hydrogène généré, celui-ci peut être converti 

en radical hydroxyle OH• en présence d’ions ferreux. Cette espèce très réactive est à l’origine de 
dommages sur différentes macromolécules dans la cellule (pour revue Kohen and Nyska, 2002). Un 

premier exemple est la peroxydation des lipides, qui peut porter atteinte notamment à la membrane 

cellulaire. Cela a lieu sous la forme d’une réaction en chaîne à partir de la soustraction d’un hydrogène 
sur un groupe méthyl du lipide, qui fragilise les double-liaisons et permet de créer un peroxyde ROO• 

en réaction avec l’oxygène présent. Cette espèce très réactive peut ensuite provoquer la soustraction 
d’un nouvel hydrogène sur un lipide voisin et provoquer la réaction en chaîne. Le même type de réaction 

peut également intervenir sur les protéines, et les dommages peuvent aller jusqu’à un changement de 
la structure tertiaire ou à une dégradation des protéines concernées. Ces effets peuvent mener par 

exemple à des pertes d’activité enzymatique ou à des changements dans les mécanismes énergétiques 
pouvant avoir un impact important sur le devenir de la cellule. Enfin, un effet particulièrement 

important des ROS reste les dommages à l’ADN. Ceux-ci peuvent être de plusieurs types. Un premier 

résultat bien connu est l’oxydation de la guanine à la position C8, qui devient le produit d’oxydation 8-

oxo-2-deoxyguanine (8-oxo-DG). D’autres effets peuvent inclure l’oxydation de la thymine, des 
modifications de bases et des cassures simple et double-brin, entre autres.  

 

ii. Statut particulier des ROS dans la CSH 

 
Une des caractéristiques des CSH est leur taux de ROS particulièrement bas, démontré par 

exemple chez la souris dans la population LSK/CD34- (Jang and Sharkis, 2007). Cependant il n’est pas 
clair s’il s’agit d’une simple conséquence de l’environnement hypoxique et de la faible activité 

mitochondriale, ou d’un système régulateur à part entière de la CSH, les ROS étant aussi des molécules 
de signalisation. De nombreuses études s’accordent néanmoins sur le fait que les ROS ont une 
importance cruciale dans la régulation des propriétés des CSH, à la fois pour le maintien de la quiescence 

et de l’auto-renouvèlement et de leur capacité de différenciation (pour revue Bigarella et al., 2014; 

Ludin et al., 2014; Prieto-Bermejo et al., 2018; Sardina et al., 2012) (Figure 15). En particulier, les CD34+ 

dérivées de cellules souches pluripotentes sont particulièrement sensibles au taux de ROS et présentent 

des défauts de prolifération et de clonogénicité (Rönn et al., 2017). Les fractions conservant leurs 

capacités fonctionnelles arboraient d’ailleurs le taux de ROS le plus bas. Le stress oxydant est également 

un indicateur du vieillissement des CSH, et augmente progressivement au cours de transplantations en 

série, induisant des dommages à l’ADN et diminuant les capacités de reconstitution hématopoïétique 
des CSH (Yahata et al., 2011). De façon intéressante, chez la souris le contrôle de l’activité des CSH par 
le rythme circadien est intrinsèquement lié à la modulation du taux de ROS (Golan et al., 2018). Limiter 

l’augmentation de ROS grâce à des traitements antioxydants à base de NAC permet de restaurer les 

capacités des CSH dans ce contexte. Plusieurs acteurs moléculaires ont été identifiés dans la régulation 

des ROS dans les CSH et participent activement à la modulation de leur devenir (Figure 16). 
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Voie p38MAPK 

Par la suite, le lien entre ROS et p38MAPK, observé par Miyamoto K et al., a été détaillé plus 

précisément. En particulier, le groupe de Toshio Suda a généré une souris déficiente pour le gène Atm, 

un acteur central de la réponse aux dommages à l’ADN et au stress oxydant (Ito et al., 2004, 2006). Les 

auteurs montrent que l’inactivation de ce gène induit une myéloaplasie due à des défauts d’auto-

renouvèlement. Comme avec les protéines FoxO, ces effets sont dus à une élévation des ROS dans les 

cellules. Ceci provoque une activation des voies p16INK4a et p38MAPK. L’inhibition soit de l’augmentation 
des ROS par l’antioxydant NAC, soit de l’activation de p38MAPK par la drogue SB203580 permet de 
restaurer la fonctionnalité des CSH. Le traitement par le SB203580 montre également des effets 

bénéfiques dans le cadre d’une augmentation des ROS après des transplantations en série. Il est 

finalement démontré qu’une augmentation pharmacologique des ROS, par exemple par un traitement 
à la BSO, a un impact majeur sur les capacités de reconstitution hématopoïétique des CSH. De plus, une 

augmentation de l’expression mitochondriale de BID (BH3 interacting domain death agonist) et des ROS 

mitochondriaux est observée dans les cellules déficientes pour atm (Maryanovich et al., 2012). 

L’inhibition de la phosphorylation de BID induit un phénotype similaire à celui des CSH atm-/- : défauts 

de reconstitution hématopoïétique, élévation des ROS, entrée en cycle et surexpression des gènes 

associés (p16INK4a, p19ARF, cyclines…). Comme précédemment, ces effets sont réversibles après 
traitement par le NAC. Ainsi, quelle que soit la cause de l’augmentation des ROS, leur inhibition permet 
systématiquement de restaurer les capacités des CSH. Enfin, récemment, une équipe a identifié un lien 

entre p190-B, un inhibiteur de la famille des Rho-GTPase ayant une implication dans l’auto-

renouvèlement des CSH (Xu et al., 2009), élévation des ROS, et activation du TGFβ et de p38MAPK 

(Hinge et al., 2017). Cette cascade pourrait être à l’origine de divisions asymétriques des CSH au 

détriment de divisions symétriques d’auto-renouvèlement. L’inhibition de TGFβ permet d’éviter la perte 
de fonctionnalité due aux ROS lors de la transplantation. 

Voie NRF2 

La voie NRF2 est connue pour être impliquée dans la régulation du stress oxydant pour un grand 

nombre de types cellulaires y compris dans le système hématopoïétique (pour revue Hu et al., 2019). 

Par exemple, le taux de ROS est anormalement élevé dans le foie et les reins de souris déficientes pour 

Nrf2 (Hirayama et al., 2003). Il a donc été proposé que cette voie soit également impliquée dans le 

maintien des CSH, compte-tenu du rôle crucial des ROS dans ces cellules. Chez la souris, une déficience 

en Nrf2 provoque une hyperprolifération des CSPH au détriment de leur quiescence et leur auto-

renouvèlement (Tsai et al., 2013). Ainsi, les cellules issues de souris Nrf2-/- ne sont pas capables de 

générer des CFU-C secondaires et les souris Nrf2-/- traitées au 5-FU meurent plus rapidement que les 

souris WT traitées. Cependant, une sur-activation de NRF2 via la suppression de son régulateur Keap1 

induit également une perte de la quiescence et des capacités de reconstitution hématopoïétique des 

CSH (Murakami et al., 2017). Ceci indique que la présence de NRF2 est vitale mais qu’une trop grande 
activation (par exemple due à la présence de ROS) peut également mener à l’épuisement des CSH. De 

façon intéressante, Tsai et al. démontrent également un lien entre NRF2 et CXCR4, qui est sous-régulé 

dans les cellules déficientes pour Nrf2. Celles-ci sont alors moins efficaces pour se nicher dans la MO. 

Ceci est à corréler avec une étude récente montrant l’implication du couple CXCR4-CXCL12 dans la 

régulation des ROS (Zhang et al., 2016b). En effet, chez les CSH Cxcr4-/- un taux élevé de ROS, une 

accumulation de dommages à l’ADN et une sur-activation de la voie p38MAPK sont observés. Ces 

cellules ont alors une capacité de repopulation limitée. De façon intrigante, il a été montré que NRF2 
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jouait un rôle régulateur sur les CSH indépendamment du taux de ROS (Merchant et al., 2011). En effet, 

les CSPH Nrf2-/- n’ont pas un taux de ROS plus élevé des CSPH normales, même si elles sont plus sensibles 
au stress oxydant. De plus, un traitement au NAC ne permet pas de restaurer les défauts fonctionnels 

des CSPH déficientes pour Nrf2. En revanche, le G-CSF a un effet bénéfique sur la fonctionnalité de ces 

cellules, malgré une augmentation des ROS après traitement. De la même façon, Murakami et al. 

n’observent pas de différence dans le taux de ROS entre les CSPH Keap1-/- et WT. Ainsi, à l’état basal, 
NRF2 ne permet pas le maintien des CSH via une régulation des ROS malgré son implication globale dans 

la régulation du stress oxydant. Les mécanismes d’action précis de cette protéine doivent donc être 
élucidés. 

p53, mTOR et mitonchondries 

Il a été montré dans plusieurs types cellulaires que p53 régule la quantité de ROS, y compris 

dans des organes du système hématopoïétique (Sablina et al., 2005). Son rôle au niveau des CSH a donc 

été étudié. Le rôle du gène codant MDM2 (mouse double minute 2), une E3 ubiquitine ligase régulant 

négativement p53, a été caractérisé. Les souris Mdm2-/- présentent une létalité embryonnaire. 

L’expression d’un allèle hypomorphe de p53, p53515C codant la protéine p53R172P, permet de 

préserver la viabilité intra-utérine des souris, mais celles-ci subissent une défaillance hématopoïétique 

13 jours après la naissance (Abbas et al., 2010). Il a été montré que la stabilisation de p53R172P dans 

ce contexte génère une augmentation des ROS et un arrêt du cycle cellulaire, induisant la senescence 

puis à la mort des cellules du compartiment hématopoïétique. Un traitement antioxydant ou une culture 

en hypoxie  permet de restaurer partiellement ce phénotype. Dans des souris déficientes pour la 

protéine interagissant avec la thioredoxine TXNIP (thioredoxin-interacting protein), une élévation des 

ROS, une moins bonne survie après exposition au stress oxydant et des défauts de reconstitution 

hématopoïétique sont observés (Jung et al., 2013). Le mécanisme régissant ces effets repose sur la 

régulation de p53 par TXNIP : le niveau de p53 corrèle avec celui de TXNIP. De plus, une élévation des 

ROS est aussi visible dans les CSH p53-/-. Le phénotype est annulé par l’introduction de TXNIP ou de p53 
dans les cellules Txnip-/-. Enfin, les auteurs démontrent que l’interaction de TXNIP avec p53 prévient la 

régulation de p53 par MDM2 et accroît la stabilité de p53. L’absence de TXNIP empêche donc la 
régulation des ROS par p53. La suppression de TSC1, protéine régulatrice de mTOR, induit au contraire 

une entrée en cycle rapide, corrélée à une génération de mitochondries et à une augmentation des ROS 

(Chen et al., 2008). Ce phénotype provoque des défauts dans l’auto-renouvèlement des CSH et dans 

l’hématopoïèse, restauré encore une fois par un traitement antioxydant ou par la rapamycine. Ainsi, 

une augmentation anormale des ROS peut être liée à différents phénotypes. De façon intéressante, une 

diminution des ROS ne permet pas de réguler les propriétés d’auto-renouvèlement et de différenciation 

des CSH dans les souris déficientes pour Atg7, montrant une intrication entre autophagie, réseau 

mitochondrial et voies régulées par les ROS (Cao et al., 2016). 

MEIS1 

L’expression de la protéine MEIS1 (myeloid ecotropic viral integration site 1 homolog) est 

inversement corrélé avec le degré de différenciation des cellules hématopoïétiques (Pineault et al., 

2002), mais son rôle exact dans le maintien des CSH est longtemps resté inconnu. Sa suppression 

n’implique d’ailleurs pas de phénotype visible à l’état basal. En revanche, les CSH sont moins 

nombreuses dans la MO des souris Meis1-/-, présentent des capacités réduites de clonogénicité in vitro 

et ne sont pas quiescentes (Unnisa et al., 2012). Ces défauts sont liés à une augmentation des ROS ainsi 
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qu’à une diminution de l’expression des gènes liés à l’hypoxie. Un traitement au NAC ou une sous-

régulation de la protéine VHL (von Hippel-Lindau tumor suppressor) pour assurer la signalisation liée à 

l’hypoxie permettent de restaurer les capacités des CSH Meis1-/-. 

BMI1 

La délétion de Bmi1 induit chez la souris des défauts hématopoïétiques importants, notamment 

au niveau de la CSH et des lymphocytes T (Lessard and Sauvageau, 2003; Liu et al., 2009). Ce phénotype 

est notamment dû à une augmentation des ROS et à des déficiences dans la respiration mitochondriale. 

Cela provoque également une activation des voies de réparation de l’ADN. Un traitement au NAC 

permet une amélioration du phénotype au niveau des thymocytes. Par ailleurs, une surexpression de 

Bmi1 permet une meilleure résistance au stress oxydatif des CSH murines, sans pour autant modifier la 

quantité absolue de ROS (Nakamura et al., 2012). Cependant, la mesure des ROS étant difficile (voir 

partie 2.d.), ces résultats sont à interpréter avec prudence.  

Tiré de Bigarella et al., 2014 

 

Pour terminer, limiter les ROS de manière générale (même sans induction d’une génération 
excessive) permet de mieux préserver les capacités des CSH. Si les CSH expriment à l’état basal des 
protéines provoquant la génération de ROS, notamment les différentes isoformes de la famille des 

oxydases NADPH (NOX1, NOX2 et NOX4) et les protéines associées (Piccoli et al., 2007), l’expression de 
protéines et molécules antioxydantes est également fondamentale pour conserver l’équilibre redox. 
Ainsi, l’effet de la surexpression d’enzymes permettant la détoxification des ROS, comme la SOD ou la 
catalase (cf début du chapitre 2) a été étudiée (Miao et al., 2013). Les CSH sur-exprimant la catalase 

possèdent de meilleure capacité de reconstitution hématopoïétique in vivo. Cet effet est plus léger sur 

des cellules sur-exprimant la SOD. De la même façon, la surexpression de GPX3 donne un avantage pour 

la repopulation en compétition aux CSH murines, tandis que son inhibition par un shRNA les défavorise 

Figure 16 : Différentes voies régulant ou régulées par les ROS 
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(Herault et al., 2012). Il est intéressant de noter que la surexpression de gènes contribuant à l’auto-

renouvèlement des CSH, comme Prdm1 (PR/SET domain 1) ou Hoxb4 (homeobox B4), induit 

l’augmentation de l’expression de Gpx3. Un mimétique du glutathion, NOV-002, permet de réduire le 

stress oxydant dans un contexte de traitement au cyclophosphamide (Diaz-Montero et al., 2012). Pour 

les CSH humaines, un des modèles de référence pour la transplantation est la souris NOD/SCID. Or il a 

été montré que cette souris présente un taux de ROS plus élevé dans sa MO (Hu et al., 2014). Un 

traitement in vivo au NAC de ces souris au moment de la greffe permet aussi une meilleure 

reconstitution hématopoïétique par les cellules CD34+. Cependant, de façon surprenante, le taux de 

ROS intrinsèque des cellules greffées ne diminue pas dans ce contexte. 

Pour conclure, le stress oxydant est aussi un facteur central dans de nombreuses pathologies 

de type inflammatoire et dans les cancers, y compris hématologiques. Cependant, nous ne traiterons 

pas en détails ce point qui reste hors du sujet principal de cette thèse.  

 

c. Facteurs influant sur les ROS dans les CSH  

  
Un certain nombre de paramètres peuvent influencer la génération de ROS dans les CSH et 

déterminer le devenir des cellules (pour revue Lee et al., 2018). Nous aborderons ici trois points 

principaux : la signalisation externe par diverses molécules ; le vieillissement et le stress réplicatif ; et 

les radiations ionisantes. 

 

i. Signalisation extrinsèque et traitements médicamenteux 
 

Différents signaux extérieurs peuvent influer sur la quantité de ROS dans les CSH dans un but 

particulier, par exemple pour les mobiliser dans la circulation sanguine en situation de stress. De 

nombreux acteurs peuvent être à l’origine de ce type de mobilisation in vivo : interféron-α (IFNα) (Essers 

et al., 2009), G-CSF (Wright et al., 2001) ou encore des hémorragies (Cheshier et al., 2007). Dans le cas 

du G-CSF, le mécanisme régissant cet effet implique une augmentation de l’expression de cMET (MET 

proto-oncogene) corrélée à une accumulation de ROS (Tesio et al., 2011). Celle-ci est due à une 

inhibition de FOXO3 par mTOR et l’inhibition de cette voie ou des ROS limite la mobilisation des CSH. 
Pour l’IFNα, une activation de la voie AKT est également visible (Essers et al., 2009), suggérant une 

possible implication des ROS. 

A l’inverse, la signalisation via FGF2 (fibrobalst growth factor 2) permet une expansion in vivo 

des CSH via une diminution des ROS tout en augmentant le cycle cellulaire (Itkin et al., 2012). Une sur-

régulation de l’expression de cKIT en surface des CSH est également visible. D’autres acteurs de la niche 
permettent également de conserver un taux de ROS peu élevé, dont l’hypoxie précédemment citée. Par 
exemple, les monocytes et macrophages présents à proximité des CSH dans la niche hématopoïétique 

expriment la cyclooxygénase COX2, enzyme impliquée dans la synthèse de la PGE2, et inhibent la voie 

AKT tout en provoquant l’expression de CXCL12 par les cellules stromales (Ludin et al., 2012). Ainsi, ce 

mécanisme participe à la préservation d’un faible niveau de ROS.  
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Des traitements comme le 5-fluorouracile (5-FU), molécule utilisée en chimiothérapie, ont 

également un impact majeur sur les CSH, qui passe en partie par une modulation des ROS. En effet, la 

quantité de ROS augmente dans les CSH murines après un traitement au 5-FU et atteint son apogée 9 

jours après injection (Baumgartner et al., 2018). Ce phénotype correspond à une expansion des CSH 

visant à répondre à la myéloaplasie induite par le traitement. A contrario, il est intéressant de noter, 

dans le contexte de traitement au 5-FU, que dans de souris déficientes pour Mek (mitogen activated 

protein kinase kinase), impliquée en amont de la voie ERK-PI3K-AKT responsable de la régulation des 

ROS, une diminution du nombre de CSH est observée dans la MO ainsi qu’une augmentation encore 
plus importante des ROS. A l’inverse des cellules WT, une augmentation de la masse et du potentiel 
mitochondriaux est également observé. Enfin, les effets sont annulés par un traitement au NAC.  

 

ii. Vieillissement et stress réplicatif 
 

Le vieillissement du système hématopoïétique et plus particulièrement des CSH se caractérise 

par un biais myéloïde et une perte des capacités de reconstitution hématopoïétique et de nichage (pour 

revue Lee et al., 2019). Cependant, le nombre de CSH est au contraire augmenté dans la MO de sujets 

âgés chez la souris comme chez l’homme (Rossi et al., 2005; Rundberg Nilsson et al., 2016; Sudo et al., 

2000). De nombreux facteurs sont à l’origine de ce phénotype, comme des changements 

transcriptomiques (Rossi et al., 2005) et épigénétiques (Beerman et al., 2013), ainsi que l’accumulation 
de dommages à l’ADN de type cassures double-brin. Ces dommages pourraient trouver leur origine dans 

une accumulation de stress due à la réplication répétée des CSH (Flach et al., 2014; Walter et al., 2015).  

Une des hypothèses sur l’origine du vieillissement repose en effet sur une accumulation de 
stress oxydant. Des défauts oxydatifs au niveau de l’ADN de 8-oxo-dG sont retrouvés dans de nombreux 

organes de souris et de rats âgés (Hamilton et al., 2001). Dans le système hématopoïétique, il a plus 

récemment été démontré une augmentation du niveau de plusieurs espèces de ROS dans les CSH de 

souris âgées par rapport à des souris jeunes, avec une augmentation de la proportion de ROS générées 

par la xanthine oxydase au cours du vieillissement (Porto et al., 2015). Les dommages à l’ADN, la 
sénescence ainsi que l’apoptose sont aussi accrus. Walter et al. ont également montré une 

augmentation du potentiel mitochondrial, du niveau de ROS et des lésions 8-oxo-dG dans les CSH ayant 

subi des entrées en cycle après stimulation externe (Walter et al., 2015). Une surexpression de SOD2 

ou de CAT permet d’éviter les cassures double-brin, positionnant les ROS comme une des causes des 

dommages à l’ADN observés dans les cellules. Ces observations corrèlent avec celles de l’équipe de 

Toshio Suda (Ito et al., 2006), qui démontrent une élévation des ROS dans les CSH âgées et après 

transplantations répétées, inhibée après traitement au NAC. De même, dans les CSH humaines, une 

accumulation de ROS et de dommages à l’ADN est observée après transplantation en souris 
immunodéficiente (Yahata et al., 2011). Ce phénotype se retrouve également dans les CSH des patients 

ayant reçu une greffe et dans les patients âgés. Ces effets sont aggravés par une inhibition de la 

glutathione synthetase tandis qu’un traitement au NAC permet d’améliorer la fonctionnalité des CSH 
en diminuant les cassures double-brin de l’ADN.  

Aussi, de façon intéressante, il semble possible de restaurer les fonctionnalités des CSH âgées 

chez la souris, par exemple en régulant la voie TXNIP-p38MAPK à l’origine d’une partie des effets du 
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vieillissement observés et connue pour être impliquée dans la régulation des ROS (Jung et al., 2016). En 

effet, l’introduction d’un peptide inspiré du domaine d’interaction de TXNIP et p38MAPK permet 

d’inhiber la voie p38MAPK et d’améliorer les propriétés des CSH in vitro et in vivo. De même, l’expression 
de Sirt3, également impliquée dans la régulation du stress oxydant, diminue avec l’âge, et sa 
surexpression permet également de « rajeunir » les CSH (Brown et al., 2013). 

 

iii. Irradiation 
 

Un élément majeur qui est connu pour induire une génération excessive de ROS est l’irradiation. 
Les radiations ionisantes sont particulaires, comme les protons ou les noyaux lourds retrouvés dans les 

radiations spatiales, ou électromagnétiques (rayons X ou γ par exemple). Elles peuvent avoir différentes 

énergies (exprimées en eV), différentes valeurs de transfert d’énergie linéique (TEL, en keV.µm-1) et 

différentes efficacités biologiques relatives, qui mettent en avant le fait que les dégâts biologiques 

peuvent être radicalement différents pour une même dose selon le type de rayonnement. La dose reçue 

correspond à une quantité d’énergie absorbée par unité de masse et peut être exprimée en Gray (Gy) 
ou en Sievert (Sv) : ces deux unités correspondent dans le système d’unités internationales à des J.kg-1 

mais diffèrent par leur utilisation. Le Sv prend en compte l’efficacité biologique relative sur l’homme et 
est donc le plus couramment utilisé en épidémiologie ou dans les réglementations par exemple, tandis 

qu’en radiobiologie le Gy est l’unité de référence. 

Les radiations ionisantes affectent les cellules de deux façons : directe, par déposition d’énergie 
sur les macromolécules présentes, en particulier dans le cas de hauts TEL ou de fortes doses ; ou 

indirecte, via l’ionisation de l’eau, qui a son tour provoque la production de radicaux libres, dont les 
ROS, qui induisent également des dégâts (pour revue Azzam et al., 2012; Desouky et al., 2015). L’ADN 
est souvent la macromolécule la plus touchée, avec différents types de dommages précédemment 

présentés, le plus grave étant la cassure double-brin. Différents mécanismes de réparation sont alors 

mis en place, comme la jonction d’extrémités non-homologues (NHEJ), la recombinaison homologue 

(HR), la réparation par excision de base (EBR) ou de nucléotide (NER) ou encore la voie ATM, qui peut 

ensuite réguler l’action de différentes protéines telles que p53, p21 ou p16Ink4a, impliquée 

principalement dans la sénescence. L’augmentation des ROS induit l’activation de la voie p38MAPK et 
de façon subséquente de p16 (Desouky et al., 2015). Tout cela peut résulter soit en la réparation des 

dommages, parfois à l’origine de mutations, soit en la sénescence ou l’apoptose de la cellule. Dans la 

suite de ce paragraphe, nous nous focaliserons uniquement sur les dommages induits par les ROS après 

irradiation des CSH. 

Fortes doses de radiations ionisantes  

Une irradiation totale d’une souris à 6,5 Gy (dose sublétale) avec du 137Césium (irradiation γ) 

provoque une augmentation des ROS qui mène à une augmentation des dommages oxydatifs (8-oxo-

dG) et des cassures double-brin (identifiées par un marquage γH2AX) dans les CSH (Wang et al., 2010). 

Un impact sur la clonogénicité est observé, vraisemblablement dû à une sénescence des CSH, médiée 

par les inhibiteurs de kinases cyclines-dépendantes p16, p19 et p21Cip1/Waf1, mais pas à une apoptose. 

Les auteurs montrent que l’augmentation des ROS est due à une augmentation de l’expression de NOX4 
de la famille des NADPH oxydases, une des deux sources principales de ROS. Une inhibition des ROS par 
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le NAC ou de NOX4 par le diphenylene iodonium (DPI) permet d’atténuer les effets délétères dus à 
l’irradiation. Ces observations concernant NOX4 sont ensuite confirmées par le même groupe, qui 
ajoute que le nombre d’aberrations chromosomiques est également réduit par le traitement au DPI 
(Pazhanisamy et al., 2011). Un traitement avec un antioxydant analogue de SOD permet d’obtenir le 
même résultat. Le même type d’observations est partagé par un autre groupe qui a montré que les 
défauts fonctionnels des CSH après ce genre d’irradiation était dû à une augmentation des ROS 
induisant une senescence par l’expression de p16Ink4a, p19Arf et de SA-β-gal (senescence associated beta 

galactosidase) (Shao et al., 2014). Différents types de protection contre les radiations ont été proposés 

pour les CSH, la plupart étant basées sur une action antioxydante. On peut citer par exemple la 

metformine (Xu et al., 2015), le resveratrol (Zhang et al., 2013), l’astaxanthine (Xue et al., 2017) ou 

encore le propofol (Han et al., 2019). De façon étonnante, de plus faible doses d’irradiation (4 Gy) 
induisent davantage d’apoptose que de sénescence, avec une activation préférentielle des voies p53 et 

p21Cip1/Waf1 (Meng et al., 2003b, 2003a). En revanche, un traitement avec un agent chimiothérapeutique, 

le busulfan, récapitule les effets observés avec une irradiation à 6,5 Gy (sénescence et signalisation via 

p16Ink4a, p19Arf et SA-β-gal). 

La voie p53 est particulièrement impliquée dans la réaction à l’irradiation, à la fois dans les CSH 
humaines et murines. Il a été postulé que certaines mutations de p53 conféraient une résistance à 

l’irradiation (Lee and Bernstein, 1993). Deux équipes ont donc caractérisé l’impact de l’absence de p53 
en réponse à l’irradiation respectivement dans les CSH murines (Mohrin et al., 2010) et humaines 

(Milyavsky et al., 2010). Dans ces études, l’irradiation est réalisée ex vivo, ce qui peut induire des 

différences par rapport aux résultats précédents. Ainsi, la clonogénicité des CSH murines semble 

améliorée comparée à celle des progéniteurs hématopoïétiques après une irradiation entre 2 et 4 Gy, 

et les cellules sont protégées de l’apoptose via un arrêt de la croissance et une réparation par NHEJ 

médiés par p53. En revanche, les CSH humaines de phénotype Lin-CD34+CD38-CD45RA-CD90+ subissent 

davantage d’apoptose, ont de moins bonnes capacités clonogéniques et présentent un retard dans la 

réparation des cassures double-brin et une conservation plus longue du marquage γH2AX par rapport 

aux progéniteurs. L’inhibition de p53 permet alors d’améliorer la fonctionnalité des CSH humaines et 

murines in vitro et in vivo. Cependant, cela repose sur des mécanismes différents selon l’espèce : 
diminution de l’apoptose chez l’homme et augmentation de la prolifération chez la souris.  Si 

l’implication des ROS n’est pas étudiée dans ces articles, il n’est pas impossible qu’elles participent au 
phénotype observé, compte-tenu du rôle de p53 dans la régulation du stress oxydant.  

 

Le rôle de la voie NRF2 a également été étudié en ce qui concerne la réponse à l’irradiation. 
Ainsi, l’expression de nombreux gènes régulés par NRF2 est modifiée après irradiation de CSH humaines 
à 2 Gy. En particulier, l’expression de la protéine NQO1 (NAD(P)H déshydrogénase quinone 1) semble 

inversement corrélée à la survie des CSH irradiées (Kato et al., 2010). Une sur-activation de NRF2 

(pharmacologique ou par inhibition de son régulateur KEAP1) permet également de mieux protéger le 

système hématopoïétique de souris irradiées (Kim et al., 2014). 
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Faibles doses de radiations ionisantes 

Le rôle des faibles doses de radiations ionisantes est un domaine moins étudié que les fortes 

doses. En effet, il a longtemps été considéré que les faibles doses étaient inoffensives (modèles de 

radiosensibilité linéaires ou à seuil) voire avaient des propriétés bénéfiques (modèle hormétique) (pour 

revue Doss, 2013). Cependant, des études ont récemment montré une augmentation de l’incidence de 
tumeurs cérébrales et hématologiques sur des enfants soumis à de nombreux scanners (Pearce, 2011; 

Pearce et al., 2012). Nous sommes ainsi fréquemment exposés à de faibles doses de radiations 

ionisantes à cause de l’imagerie médicale ou du voyage en avion par exemple. Les études concernant 
les faibles doses de radiations ionisantes ont donc été plus nombreuses ces dernières années, révélant 

des effets inattendus sur les CSH. Principalement, une augmentation des ROS semble être une 

caractéristique générale de la réponse aux faibles doses d’irradiation, y compris dans d’autres types 
cellulaires (pour revue Kawamura et al., 2018 et voir Annexe 1). 

L’exposition des astronautes à de faibles doses de radiations ionisantes à haut TEL ont en 

particulier été étudiés. Par exemple, l’irradiation par des ions 56Fe modifie le paysage épigénétique des 

CSH murines, en augmentant la méthylation de l’ADN et diminuant l’expression de la méthyltransférase 
DNMT3B 4 semaines après une irradiation entre 100 et 400 mGy (Miousse et al., 2014). Cependant, à 

cette dose et pour ce type d’irradiation, aucun effet classique de l’irradiation (dommages à l’ADN, 
augmentation des ROS) ne peut être observé. Plus récemment, deux études portant sur les effets à 

court (2 semaines) et long (3 mois) termes de l’irradiation au 16O, particules avec une très haute énergie  

ont été étudiés (Chang et al., 2016; Wang et al., 2017). Les effets immédiats de cette irradiation sont 

une diminution de la fréquence et du nombre des CSPH et de leur fonctionnalité, démontrée par des 

tests in vitro (CFU-C, CAFC), à toutes les doses testées. De façon intéressante, pour les doses les plus 

faibles (100 mGy), les effets sont plus longs à apparaître. Pour ce type d’irradiation, une augmentation 
persistente de la production de ROS et des cassures double-brin (foci γH2AX) est bien visible. En 

revanche l’apoptose n’est pas accrue. De façon surprenante, dans le cas d’une irradiation au 137Ce, une 

irradiation de type γ de moindre énergie et moindre TEL, après 3 mois aucune différence n’est visible 
quelle que soit la dose d’irradiation par rapport à des cellules non irradiées. Toujours chez la souris, une 

irradiation à 20 mGy au 60Co, d’énergie intermédiaire, induit une baisse conséquente des capacités 

fonctionnelles des CSH dès la culture primaire en test CFU-C (Rodrigues-Moreira et al., 2017). Cette 

radiosensibilité semble être exceptionnellement forte à cette dose particulière. De plus, une 

augmentation transitoire des ROS et de la translocation nucléaire de NRF2 sont visibles, ainsi que de 

l’autophagie. Une deuxième vague d’augmentation des ROS a ensuite lieu après environ une semaine 
et le stress oxydant semble persister plusieurs mois in vivo. En revanche, les dommages à l’ADN 
habituellement vus après irradiation à forte dose sont absents (foci γH2AX) et aucune activation des 

voies de réparation ATM et p53 n’est visible. De plus, le cycle cellulaire n’est pas modifié et il n’y a 
aucune élévation de l’apoptose. De façon intéressante, et en lien avec l’effet des fortes doses, une 
déficience en Nrf2 accentue l’hyper-radiosensibilité tandis qu’une déficience en Keap1, stabilisant NRF2, 

l’annule. Enfin, un traitement antioxydant au NAC limite l’augmentation de l’autophagie.  
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d. Mesure des ROS 
 

La question de la mesure des taux intracellulaires de ROS est souvent sujette à débat au sein de 

la communauté scientifique (pour revue Vlaski-Lafarge and Ivanovic, 2015). De nombreuses sondes 

fluorescentes commerciales ont été développées au cours du temps : dihydroéthidine (DHE), le 

diacétate de dichlorodihydrofluorescéine 2’,7’ (H2-DCFDA), MitoSOX, CellRox, etc. Elles reposent 

principalement sur des réactions chimiques d’oxydation, qui créent une espèce intermédiaire radicale 

capable d’être à nouveau oxydée pour devenir fluorescente ou capturée par les agents antioxydants 
présents.   

Cependant, ces sondes présentent plusieurs désavantages, notamment le fait d’être 
particulièrement instables. Il est donc dans l’idéal nécessaire de les manipuler sous atmosphère 
protégée (par exemple sous atmosphère d’argon) afin d’éviter leur oxydation par le dioxygène présent 
dans l’air ambiant. Par ailleurs, la variété d’espèces mesurées et la spécificité sont différentes selon 

chaque sonde. Par exemple, il est impossible de mesurer directement la quantité de H202 avec le H2-

DCFDA (Karlsson et al., 2010). La détection dépend en effet de la présence de catalyseurs métalliques 

qui peuvent ne pas être spécifiques de la présence de ROS (par exemple due au cytochrome C relâché 

lors de l’apoptose) et fausser la mesure. De plus, les mécanismes d’oxydoréduction qui permettent 
d’activer la fluorescence de la sonde peuvent eux-mêmes biaiser la mesure (Folkes et al., 2009). La DHE 

et le MitoSOX, qui est la version adressée à la mitochondrie de la DHE, sont plus spécifiques de l’espèce 
O2

•. Enfin, la fluorescence de ces sondes après oxydation est le plus souvent irréversible, ce qui rend 

difficile les mesures dynamiques.  

Des sondes à base de boronate, qui ne reposent pas sur une oxydation directe de la sonde par 

les ROS, peuvent aussi être utilisées. La méthode de détection consiste en l’oxydation d’un groupe 

bloqueur du fluorophore, qui est alors libéré pour provoquer la fluorescence. Ces sondes sont moins 

sujettes à des réactions complexes d’oxydation à l’origine des difficultés rencontrés avec les sondes 
classiques précedemment présentées (Winterbourn, 2014). 

Récemment, de nouvelles méthodes ont été mises au point pour tenter de mesurer de façon 

plus fiable les ROS. Notamment, des protéines fluorescentes GFP ou YFP (yellow fluorescent protein) 

sensibles à l’environnement redox (roGPF et rxYFP, respectivement) ont été développées et peuvent 

être encodées génétiquement (Dooley et al., 2004; Meyer and Dick, 2010). Une fusion à une protéine 

réagissant directement avec une espèce particulière impliquée dans un couple redox, par exemple GRX1 

qui réagit avec la forme oxydée du glutathion, ou ORP1 (oxysterol binding protein related 1) qui réagit 

directement avec H2O2, permet d’obtenir une spécificité pour ce couple et d’accélérer la cinétique de 
réaction avec la sonde. Ainsi, des mesures dynamiques précises et réversibles deviennent possibles. Ces 

sondes ont notamment été utilisées avec succès pour déterminer la quantité mitochondriale de H2O2 

dans les CSH murines (Cabezas-Wallscheid et al., 2017) ou l’état d’oxydation du glutathion dans d’autres 
types de cellules souches (Fernandez-Antoran et al., 2019). 
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Chapitre 3 : Utilisation des CSH en biothérapie  
 

1. Thérapie cellulaire et génique en hématologie 
 

a. Thérapie cellulaire et génique : définition 
 

i. La thérapie cellulaire 
 

La thérapie cellulaire consiste à greffer un ou plusieurs types de cellules pour restaurer la 

fonction d’un organe ou d’un tissu. Les cellules greffées ont le plus souvent un potentiel souche et sont 
pluri- ou multipotentes, ce qui permet de renouveler en continu les différents types de cellules 

différenciées nécessaires à restaurer la fonction défectueuse. Elles peuvent provenir d’un donneur 
compatible adulte (CSM, CSH…) ou être prélevées sur un embyron (cellules souches embryonnaires ou 

ES). L’avantage de cette dernière méthode est le plus faible potentiel immunogénique des ES, ce qui 

n’implique donc pas un traitement immunosuppresseur à vie pour éviter les risques de rejet. La greffe 

est alors appelée allogénique. Elles peuvent également être prélevées sur le patient dans le cas de 

cellules souches saines ; ou obtenues à partir de ses propres cellules matures reprogrammées 

génétiquement en cellules souches pluripotentes (Induced Pluripotent Stem cells, iPS) grâce à un 

cocktail de facteurs définis par Yamanaka en 2006 : OCT3/4 (octamer-binding transcription factor 3/4), 

SOX2 (SRY-box transcription factor 2), cMYC et KLF4 (Takahashi and Yamanaka, 2006). Ces cellules 

peuvent être ensuite différenciées en différents types de cellules souches multipotentes grâce à des 

cocktails de facteurs de croissance pour devenir plus spécifiques de l’organe concerné (pour revue 
Hirschi et al., 2014).  Dans ces deux derniers cas, la greffe est alors autologue. 

De nombreux essais cliniques sont actuellement en cours afin de tester l’efficacité et l’inocuité 
de différentes thérapies cellulaires, surtout sur les iPS. En effet, ces cellules, du fait de leur 

reprogrammation génétique forcée, pourraient être plus prônes à la transformation cancéreuse. 

Certaines thérapies cellulaires sont déjà autorisées par les autorités de santé et utilisées (par exemple 

Holoclar, dont l’autorisation de mise sur le marché date de 2015), tandis que d’autres sont autorisées 

et largement utilisées depuis des dizaines d’années : la greffe de cellules souches cutanées cultivées in 

vitro pour le traitement des grands brûlés ; et la greffe de cellules souches hématopoïétiques pour le 

traitement de pathologies hématologiques.  

 

ii. La thérapie génique 
 

Les maladies génétiques sont héréditaires et dues à la présence de mutations sur un ou 

plusieurs gènes ou de leur mauvaise traduction et/ou transcription. Ceci mène à la production de 

protéines dysfonctionnelles ou à leur absence. La thérapie génique consiste alors à compenser ces 

phénomènes dans les cellules du patient pour obtenir des protéines fonctionnelles (pour revue Anguela 

and High, 2019). L’avantage indéniable de cette méthode par rapport à une thérapie cellulaire est 
l’absence de risques de rejet par le patient, puisqu’il s’agit de ses propres cellules. 
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La première approche est de suppléer le gène muté, en introduisant une copie fonctionnelle 

thérapeutique à l’aide d’un vecteur. Nous reviendrons sur les différents vecteurs dans la partie suivante.  
Cette copie sera capable, une fois intégrée dans les cellules du patient (au sein de son génome ou pas), 

de permettre la synthèse de la protéine intègre, respectivement à la place ou en plus de la protéine 

manquante ou mutée. Ceci permettra de restaurer la fonctionnalité des cellules au sein de l’organe 
concerné. Deux possibilités existent pour permettre l’acheminement de la copie du gène : soit injecter 

le vecteur dans l’organe cible, avec une perte substantielle de matériel dans les tissus ; soit dans les 

cellules souches de l’organe visé, lorsqu’elles sont facilement accessibles. C’est notamment le cas des 
CSH, facilement mobilisables dans le sang ou récupérables par un prélèvement de moelle osseuse. Cette 

technique permet d’utiliser moins de vecteur et d’éviter l’intégration du gène dans des cellules non 
spécifiquement visées (Figure 17a). 

Une deuxième possibilité est de modifier l’expression d’un ARN messager produit à partir du 
gène muté pour permettre une traduction en protéine adaptée. Il est par exemple possible de restaurer 

la traduction d’un exon manquant, ou de sauter les séquences porteuses de la mutation pour obtenir 

une protéine plus courte mais efficace dans sa fonctionnalité. Ces méthodes utilisent généralement des 

petits oligonucléotides anti-sens. Il est également envisageable de réprimer la production d’une 
protéine mutée ou exprimée en excès par des ARN interférents comme des miRNA ou des silencing-

ARN (siRNA), oligonucléotides d’une vingtaine de base bloquant la traduction de l’ARN messager ; ou 

encore par des ARN en épingle à cheveux (shRNA pour short-hairpin RNA) (Figure 17b). Cela nécessite 

cependant un contrôle parfait de la complémentarité et de la spécificité entre le siRNA et mRNA visé, 

pour éviter une interaction non-spécifiques avec d’autres ARN messagers présents dans la cellule. 
Différentes méthodes de transport de ces oligonucléotides sont également étudiées : vecteurs viraux, 

aptamères, peptides, nanoparticules…  

Plus récemment, de nouvelles techniques d’édition du génome sont apparues. Celles-ci 

permettent de réparer directement les mutations dans le gène concerné, de façon plus ciblée par 

différentes méthodes (pour revue Khan, 2019). Le plus généralement, cela nécessite une nucléase, qui 

permet de réaliser une cassure double brin sur l’ADN au niveau de la mutation, comme les protéines à 

doigt de zinc (zinc-finger) ou TALEN (transcription activator-like effector nucleases). On peut alors laisser 

l’ADN se réparer seul par NHEJ, en supposant qu’une mutation interviendra sur la zone à réparer ; ou 

introduire une séquence d’ADN dont les extrémités sont complémentaires à celles de l’ADN coupé pour 
favoriser la recombinaison homologue, qui intégrera la séquence au génome. Cependant ces protéines 

peuvent être difficiles à synthétiser en obtenant une bonne spécificité. Un outil, découvert en 2012 

(Jinek et al., 2012), est actuellement en pleine expansion et très prometteur : CRISPR-CAS9 (cluster 

regularly interspaced short palindromic repeats et CRISPR-associated endoribonuclease 9). Cette 

technique simple à mettre en œuvre permet de cibler la zone de l’ADN à couper non pas grâce à une 
protéine mais grâce à une séquence d’ARN, liée à la nucléase CAS9. Par ailleurs, il est désormais possible 

d’utiliser des protéines Cas permettant également l’édition de génome : on remplace une base par une 

autre plutôt que de couper l’ADN, ce qui permet des réparations très précises de mutations ponctuelles 

(Figure 17c).  
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Tiré de Anguela and High, 2019 

 

b. Modification génétique et vecteurs utilisés 
 

i. Vecteur non viraux 
 

Un certain nombre de vecteurs non-viraux ont été proposés pour transporter du matériel 

génétique et pallier aux limitations des virus (pour revue Ramamoorth and Narvekar, 2015). Le gène 

d’intérêt peut être délivré sous différentes formes : oligonucléotides, plasmides, ARN… Plusieurs 
méthodes existent alors pour amener le matériel génétique dans les cellules d’intérêt : 

- Méthode physiques : on utilise une force physique pour amener le matériel génétique à 

traverser la membrane cellulaire. Plusieurs techniques existent : électroporation, c’est-à-

dire l’application d’un champ électrique pour créer des pores de façon réversible ; 

sonoporation, soit l’utilisation d’ultrasons pour perméabiliser la membrane ; photoporation  

ou perméabilisation par laser ; hydroporation, c’est-à-dire utilisation d’une pression 
hydrodynamique ; magnétofection, soit couplage à des billes magnétiques et utilisation 

d’un aimant ; etc. 

- Méthode chimiques : nanoparticules inorganique à base de phosphate de calcium, de silice, 

d’or, ou encore de nanotubes de carbones ou de fullerènes (molécules de carbone 

Figure 17 : Différentes méthodes de thérapie génique 
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solubles) ; vecteurs lipidiques, sous forme de liposomes, émulsions ou nanoparticules ; 

peptides ; polymères ; etc. 

Chacune de ces méthodes possède des avantages et des inconvénients et sera donc plus ou 

moins adaptées selon les applications. En hématologie, les méthodes virales, principalement à base de 

rétrovirus et de lentivirus, sont les plus utilisées.  

 

ii. Vecteur viraux 
 

Pour délivrer le matériel génétique nécessaire à la thérapie génique, plusieurs méthodes ont 

été proposées par la communauté scientifique. Les vecteurs les plus couramment utilisés sont des 

vecteurs viraux, car ils présentent des propriétés particulières leur permettant d’entrer dans la cellule 
et d’y exprimer leur génome, voire de l’intégrer dans le génome de la cellule hôte. Ils peuvent donc être 
spécifiquement conçus pour exprimer le ou les gène(s) d’intérêt et permettent son introduction aisée 
dans le noyau des cellules d’intérêt où il sera transcrit puis traduit en protéine.  

Trois caractères fondamentaux des virus ont été énoncés en 1953 par André Lwoff : (1) le 

génome viral est constitué uniquement d’ADN ou d’ARN ; (2) les virus se reproduisent par réplication et 

transmettent leur matériel génétique et (3) ils reposent sur le parasitisme cellulaire pour leur 

reproduction. Ces trois caractéristiques en font de très bons candidats pour délivrer une séquence 

génétique choisie, après avoir éliminé toute pathogénicité du virus par ingénierie génétique. Le génome 

viral est alors remplacé par le transgène d’intérêt, et la réplication du virus peut être supprimée. 
Différents types de virus ont été utilisés pour des essais de thérapie génique, chacun ayant des 

avantages et des inconvénients (pour revue Lundstrom, 2018) (Tableau 1) : 

- Vecteurs viraux à ADN (adénovirus, herpesvirus, virus adéno-associés) (pour revue 

Lundstrom, 2018) 

Les adénovirus expriment leur génome sous forme d’ADN bicaténaire, et sont non-intégratifs, 

c’est-à-dire que le génome viral n’est pas intégré dans l’ADN de la cellule hôte mais est maintenu sous 
forme d’épisome. Ainsi la modification génétique ne sera pas présente dans la progénie des cellules 
infectées et l’expression du transgène thérapeutique est transitoire, tant que les cellules infectées sont 

présentes. Pour les adénovirus, il existe plus d’une cinquantaine de sérotypes connus infectant 
l’homme. Le plus couramment utilisé pour la thérapie génique est l’Ad5. Cependant, les adénovirus ont 

tendance à engendrer une réponse inflammatoire. Ce problème a été résolu par l’utilisation de virus 
adéno-associés (AAVs), qui présentent moins de toxicité mais sont plus limités en terme de taille de 

transgène tranporté. 

- Vecteurs viraux à ARN (rétrovirus, lentivirus) (pour revue Lundstrom, 2018) 

Les rétrovirus sont des virus à ARN. Ils présentent une alternative attrayante aux adénovirus du 

fait de leur capacité à intégrer leur génome à l’ADN de la cellule hôte après rétro-transcription. Ainsi le 

transgène sera exprimé de façon stable et transmis à la progénie des cellules modifiées. Cependant, 

selon le type de virus, par exemple dans les γ-rétrovirus, cette intégration peut se faire de façon 

aléatoire, ce qui pose des problèmes de sécurité. L’intégration peut en effet être mutagène : si celle-ci 
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se fait par exemple proche d’un oncogène, elle peut en favoriser l’expression et la survenue de cancers. 

Les γ-rétrovirus ont été particulièrement utilisés au début de la thérapie génique, mais sont 

progressivement remplacés par les lentivirus, sous-classe particulière de rétrovirus, dont le site 

d’intégration est mieux maîtrisé. Le VIH (virus de l’immunodéficience humaine) en fait partie. Un autre 

avantage est leur capacité à traverser les pores nucléaires de cellules en dehors de la phase de division, 

donc à infecter des cellules quiescentes. Cette particularité est utile dans le cas de thérapie géniques 

sur les CSH, qui sont par nature quiescentes. Ainsi, malgré la prédominance des rétrovirus notamment 

dans le domaine de la recherche, les lentivirus sont actuellement de plus en plus utilisés dans les essais 

cliniques (pour revue Milone and O’Doherty, 2018). 

Le principal point faible d’un virus reste cependant son immunogénicité (sauf dans le cas des 
AAV) notamment dans le cadre de thérapie génique in vivo, où il est injecté dans le corps du patient, 

par exemple en intraveineuse ou dans l’organe ciblé, et risque d’être éliminé par le système 

immunitaire. 

 

Tableau 1 : caractéristiques de différents types de virus utilisés en thérapie génique 

 

iii. Particularités sur la transduction lentivirale et les CSH 
 

Pour la thérapie génique utilisant les CSH, l’usage de vecteurs rétroviraux a très longtemps été 

la norme. Cependant, ce type de transduction implique une entrée en cycle des cellules, obtenue après 

stimulation par des cytokines et des facteurs de croissance. Néanmoins, nous avons détaillé dans les 

chapitres précédents que la sortie de quiescence des CSH induisait une perte de leurs propriétés. Ainsi, 

la mise au point des vecteurs lentiviraux, qui permettent une transduction plus facile des cellules en 

phase G0 ou G1 du cycle cellulaire, permet d’éviter un épuisement trop rapide des CSH.  

Différents protocoles ont été proposés pour obtenir le meilleur compromis entre qualité de la 

transduction et maintien des propriétés des CSH, jouant en particulier sur la présence ou non de sérum 

animal, sur les concentrations des cytokines et sur la durée de pré-stimulation et de transduction 

 RETROVIRUS LENTIVIRUS ADENOVIRUS AAV 

GENOME VIRAL ARN ARN ADN ADN 

DIVISION CELLULAIRE 

REQUISE 

Oui Phase G1 Non Non 

LIMITE DE TAILLE 8 kb 8 kb 8-30 kb 5 kb 

REPONSE IMMUNITAIRE Faible Faible Importante Faible 

INTEGRATION AU 

GENOME 

Oui Oui Faible Faible 

EXPRESSION A LONG-

TERME 

Oui Oui Non Oui 

AVANTAGES Expression 

persistante dans 

les cellules en 

division 

Expression 

persistante dans 

les tissus 

transduits 

Très efficaces pour 

transduire une 

grande variété de 

tissus 

Peu de réponse 

inflammatoire, 

non pathogène 



68 
 

(Millington et al., 2009; Uchida et al., 2011). Au laboratoire, nous réalisons en routine une transduction 

de 48 à 72 heures, après une éventuelle pré-stimulation de 24 heures dans un milieu commercial de 

remplacement de sérum de veau fœtal pour la culture des CSH (BIT 9500, StemCell Technologies) 

supplémenté avec les facteurs de croissance suivants : SCF (100 ng/mL), FLT3L (100 ng/mL), IL3 (60 

ng/mL) et TPO (10 nM) (Brunet de la Grange et al., 2006). L’addition d’autres molécules (cyclosporine, 

rapamycine, retronectine etc) a également été explorée (Petrillo et al., 2018, 2019).  

Par ailleurs, la sécurité de la transduction lentivirale est une préoccupation majeure pour le 

développement de ce type de thérapie génique (Neschadim et al., 2007). Dans les dernières 

générations, les différents composants du virus sont introduits via différents plasmides afin de 

maximiser la sécurité de la méthode. Les dernières générations de lentivirus utilisent une enveloppe 

exprimant la protéine VSV-G (vesicular-stomatitis-virus-G) qui permet de cibler un grand nombre de 

types cellulaires ; cependant, d’autres types d’enveloppes, exprimant par exemple des glycoprotéines 
retrouvées sur les enveloppes de rétrovirus de babouins (BaEV), pourraient être plus adaptés pour la 

transduction lentivirale des CSH quiescentes (Girard-Gagnepain et al., 2014). 

 

Tiré de Milone and O’Doherty, 2018 

 

c. Les maladies hématologiques traitées par thérapie cellulaire et génique 
 

Un certain nombre de maladies du système sanguin et immunitaire nécessite une réinitialisation 

totale du système pour éliminer toutes les cellules malades et redémarrer avec des cellules saines. C’est 
particulièrement vrai lorsque les cellules les plus immatures et notamment les CSH sont touchées par 

des mutations, car elles les transmettent à toute leur progénie, empêchant l’intégralité du système 
hématopoïétique de fonctionner. Un certain nombre de maladies peuvent ainsi être traitées par 

Figure 18 : Composition des vecteurs lentiviraux de troisième génération 

Les différents composants permettant la synthèse virale gag, pol et rev sont encodés dans deux 
plasmides différents ; les protéines de l’enveloppe sont encodés dans un troisième. Enfin, le plasmide 
vecteur est contient des séquences dites « self-inactivating » (SIN) pour éviter toute recombinaison. 
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thérapie cellulaire et génique (pour revue (Tsuruta, 2013). Nous allons décrire rapidement quelques-

unes d’entre elles, sans entrer de façon précise dans leur description clinique. 

 

i. Les cancers hématologiques 
 

Les cancers du système hématopoïétique peuvent se déclarer à tout niveau de la chaîne de 

différenciation. On distingue de manière générale trois grands types de cancers hématologiques :  

- Les leucémies, qui indiquent le plus souvent une prolifération de cellules anormales dans la 

moelle qui se disséminent également dans le sang. 

- Les lymphomes, cancers du système lymphatique, pour lesquels l’accumulation de globules 
blancs cancéreux se fait surtout au niveau des organes lymphoïdes : ganglions, rate et foie, dont 

la taille augmente. 

- Les myélomes, tumeurs spécifiques des plasmocytes. 

Ces trois familles sont ensuite subdivisées en sous-groupes, tels que les leucémies aiguës, 

lymphoïdes (LAL) ou myéloïdes (LAM) ; ou chroniques, lymphoïdes (LLC) et myélo-monocytaires (LMC). 

Les traitements sont souvent spécifiques de chaque sous-type de cancer, mais reposent globalement 

sur des séances de chimiothérapies, d’immunothérapie et parfois de radiothérapie. Pour certains types, 

notamment les leucémies aiguës il est fréquent de proposer une thérapie cellulaire de greffe de moelle 

osseuse, donc de CSH, allogénique. Cela permet de pouvoir être agressif dans les traitements et de 

diminuer les risques de rechutes dues à des cellules tumorales résiduelles.  Les CSH greffées colonisent 

la moelle et se différencient en cellules saines, permettant alors de prendre le relais du système 

hématopoïétique du patient éliminé par les traitements. En l’absence de donneur compatible, une 

autogreffe peut être envisagée, mais présuppose que le cancer ne trouve pas son origine dans une 

mutation génétique héritée ou acquise affectant aussi les CSH, au risque de greffer des cellules pouvant 

provoquer une rechute. Certains lymphomes peuvent être traités par autogreffe de moelle osseuse en 

seconde intention, en cas d’échec des chimiothérapies. Ces thérapies sont plus rares pour les myélomes, 
les autres traitements permettant le plus souvent d’obtenir une rémission.  

Différents stades pré-cancéreux existent également, comme les syndromes myélodysplasiques 

ou myéloprolifératifs. Ces affections peuvent également être traitées par thérapie cellulaire à base de 

CSH, en cas de suspicion de transformation leucémiques rapide et d’agressivité.  

Par ailleurs, les cancers hématologiques ont été parmi les premiers à être traités par cellules T-

CAR (chimeric antigen receptor), en particulier les leucémies aigües et lymphomes touchant la lignée 

lymphocytaire B. Ces cellules T-CAR sont dirigées contre un marqueur spécifique des cellules B, le CD19, 

permettant d’éliminer tous les blastes anormaux (pour revue Pettitt et al., 2018). Deux médicaments 

ont été approuvés aux Etats-Unis : Kymriah et Yescarta. Ces thérapies sont prometteuses, néanmoins 

dans la grande majorité des cas, le recours à la greffe de CSH est l’option privilégiée, car mieux maîtrisée. 
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ii. Les maladies génétiques du système sanguin 
 

Des mutations génétiques peuvent altérer les fonctions essentielles de différentes cellules du 

système hématopoïétique. Les déficits immunitaires primitifs (DIP) font partie des maladies génétiques 

touchant le système hématopoïétique. Celles-ci se caractérisent par une atteinte d’un ou de plusieurs 
composants de l’immunité acquise ou innée, humorale ou cellulaire, affaiblissant les défenses du 

patient et l’exposant à de fréquentes infections, voire provoquant des réactions auto-immunes 

importantes. Plus de 300 gènes ont été identifiés dans différents formes de DIP. Les syndromes sont 

nombreux et variables, dépendant du type de cellules touchées (pour revue Picard et al., 2015). On peut 

citer quelques exemples comme l’agammaglobulinémie liée à l’X (gène BTK, Bruton tyrosine kinase), 

provoquant un déficit en lymphocytes B et plasmocytes impliquant une déplétion totale en 

immunoglobulines ; la lymphohistiocytose hémophagocytaire (qui peut également se déclarer après 

des infections virales ou à cause d’une maladie auto-immune), provoquant une suractivation de 

nombreuses cellules du système immunitaire (NK, lymphocytes T, macrophages) ; certaines formes 

impliquent une déplétion à la fois des lymphocytes T, B et des cellules NK sont souvent regroupées sous 

l’acronyme SCID (déficit immunitaire combiné sévère), comme le syndrome de Wiskott-Aldrich (gène 

WAS), l’ADA-SCID (déficience du gène ADA, adenosine desaminase), ou d’autres déficits dus aux gènes 
JAK3 (Janus kinase 3), ARTEMIS ou DCLRE1C (DNA cross-link repair 1C), RAG1/2, etc. Ce sont également 

les premières maladies à avoir été traitées avec succès par la thérapie génique, en particulier le SCID lié 

à l’X (Cavazzana-Calvo et al., 2000; Hacein-Bey-Abina et al., 2010), l’ADA-SCID (pour revue Ferrua and 

Aiuti, 2017) et le syndrome de Wiskott-Aldrich (Ferrua et al., 2019). 

Parmi les maladies génétiques du système sanguin les plus connues traitables par thérapie 

génique se trouvent également différentes formes d’anémie et d’hémoglobinopathies (pour revue 
Motta et al., 2019). La drépanocytose, ou anémie à hématies falciformes, est la plus courante. C’est une 
maladie autosomique récessive, causée par une mutation présente sur les deux allèles du gène HBB, 

responsable de la synthèse de la β-globine, l’un des deux composants de l’hémoglobine. Le 
remplacement d’un seul acide aminé sur la protéine conduit au phénotype. Les globules rouges sont 
alors caractérisés par une forme particulière dite en « faucille » et éliminés précocement par le corps, 

causant une anémie hémolytique. La β-thalassémie est une forme légèrement différente : dans ce cas, 

la β-globine est fonctionnelle mais présente en très petite quantité voire absente. Pour ces deux 

maladies, des transfusions plus ou moins fréquentes permettent d’atténuer les symptômes. L’anémie 
de Fanconi est une maladie génétique plus rare, présentant une hétérogénéité phénotypique et 

génétique : une vingtaine de gènes, appartenant à une même voie métabolique régulant la réparation 

de l’ADN, ont à ce jour été identifiés comme pouvant être à l’origine de la maladie, et les recherches se 
poursuivent. Celle-ci provoque souvent des malformations congénitales, et une progressive aplasie 

médullaire prédisposant à des myélodysplasies voire à des leucémies myéloïdes aiguës. Ces différentes 

maladies font également l’objet de recherches intensives (Dussiot et al., 2014; Guillem et al., 2019) et 

d’essais cliniques pour un traitement par thérapie génique (Cavazzana-Calvo et al., 2010; Ribeil et al., 

2017; Río et al., 2018; Sii-Felice et al., 2018; Thompson et al., 2018). 

Cette liste est évidemment non exhaustive et il existe autant de maladies du système 

hématopoïétique que de mutations dans les gènes impliqués dans l’hématopoïèse. Dans tous ces 
exemples, la thérapie cellulaire sous forme de greffe de moelle osseuse a longtemps été le seul 
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traitement efficace pour traiter les formes les plus graves mettant en danger la vie des patients. 

Cependant, les nouveaux traitements de thérapie génique présentent de très bons résultats. 

 

iii. Le SIDA 
 

En 2013, une rémission pendant plusieurs mois de deux patients atteints du SIDA (syndrôme 

d’immunodéficience acquise) ayant subi des greffes de moelle osseuse laisse espérer que la thérapie 

cellulaire puisse être un traitement envisageable pour cette maladie. Des hypothèses ont été proposées 

pour expliquer ce phénomène. Le réservoir de VIH (virus de l’immunodéficience humaine) non éliminé 

par la trithérapie se trouverait en effet dans la moelle osseuse et en particulier dans les CSPH 

(McNamara and Collins, 2011). En éliminant la moelle osseuse pour réaliser la greffe, puis par une 

réaction du greffon contre l’hôte, on permettrait l’élimination des particules virales à l’origine des 

rechutes lors de l’arrêt des rétroviraux. Malheureusement, le VIH a finalement été détecté dans leur 
corps quelques mois plus tard, indiquant soit que la déplétion médullaire n’était pas assez agressive 
(trop de réservoir encore présent), soit que d’autres réservoirs existent dans l’organisme, comme le foie 
ou le cerveau. Très récemment, lors d’une conférence internationale, une équipe américaine a présenté 
des résultats sur la « guérison », ou tout du moins la rémission à long-terme sans traitements, de 

patients atteints du SIDA après avoir également subi une greffe de moelle osseuse suite à une leucémie. 

Les greffons étaient tous les deux porteurs d’une mutation sur le gène CCR5 (C-C motif chemokine 

receptor 5), qui joue un rôle crucial sur l’entrée du VIH dans les lymphocytes T. Les personnes porteuses 

de cette mutation sont ainsi naturellement « résistantes » à l’infection par le VIH. Chez ces deux 
patients, l’arrêt total des anti-rétroviraux n’a pas donné lieu à une résurgence de la maladie plusieurs 

années après la greffe.  

La greffe de moelle osseuse restant dans tous les cas une thérapie risquée, avec un traitement 

immunosuppresseur lourd, des recherches sont donc menées sur une thérapie génique visant le 

récepteur CCR5, de manière à inhiber son expression dans les lymphocytes T des patients. Une équipe 

a notamment réussi à éditer le gène ex vivo dans les lymphocytes T grâce à aux nucléases à doigt de 

zinc (Tebas et al., 2014). Cette approche semble sans risque. D’autres ont choisi des approches d’ARN 
interférent ou de siRNA (Anderson and Akkina, 2007; Kim et al., 2010). Fin 2018, une équipe chinoise a 

par ailleurs fait naître des jumelles dont le génome a été édité par CRISPR-CAS9. La mutation, obtenue 

par NHEJ, est inédite, et ses conséquences exactes sont inconnues. Cet événement a provoqué un tollé, 

car ni la technologie ni les effets d’une telle mutation ne sont pour l’instant suffisamment connus. Ces 
nouvelles pistes pourraient néanmoins mener dans les années à venir à des traitements définitifs du 

SIDA. 





73 
 

Les cellules transplantées sont de phénotype CD34+. Ces cellules contiennent les CSH mais aussi des 

progéniteurs hématopoïétiques qui soutiendront transitoirement l’hématopoïèse (Scala and Aiuti, 

2019; Scala et al., 2018). Les CSH interviennent dans le maintien de l’hématopoïèse à long-terme (Figure 

20). Le temps de récupération hématopoïétique corrèle avec la quantité de CD34+ transplantées (Kiss 

et al., 1997). Différentes sources de CSH existent. 

 

Tiré de Scala and Aiuti, 2019 

 

i. La moelle osseuse 
 

La plus ancienne méthode pour obtenir des CSH est le prélèvement de moelle osseuse, qui se 

pratique depuis les années 70. Georges Mathé est le premier à tenter une greffe de moelle osseuse en 

1958 pour traiter des patients irradiés, puis des leucémies (Mathé and Bernard, 1959; Mathé et al., 

1959). La méthode est réellement développée au Fred Hutchinson Institute (Seattle, USA) par le Dr 

Donall Thomas, récompensé par un Prix Nobel de Médecine (Thomas, 2005). Elle a l’avantage de limiter 
les réactions du greffon contre l’hôte car elle est pauvre en lymphocytes T.  

Le prélèvement se fait principalement dans la crête iliaque postérieure. Si la quantité nécessaire 

n’est pas suffisante, il peut être complété par des prélèvements dans la crête iliaque antérieure voire 

dans le sternum. En moyenne, il est considéré que 1 à 2.108 cellules nucléées par kg est nécessaire pour 

réaliser la greffe, ce qui correspond à environ 700 à 1500 mL de MO. Le don est cependant limité à 15 

mL par kg pour le donneur. Le don de moelle osseuse est sans danger, mis à part les risques liés à 

l’anesthésie.  Après filtration, les globules rouges et le plasma peuvent être éliminés pour limiter au 
maximum les réactions de rejet. La MO récupérée peut alors être infusée au patient par simple voie 

intraveineuse : les CSH iront se nicher au sein de la MO du receveur, déplétée de ces cellules par les 

traitements aplasiants subis en préparation de la greffe (Hatzimichael and Tuthill, 2010). 

 

Figure 20 : Cinétique de l’hématopoïèse post-transplantation 
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ii. Le sang périphérique 
 

Un très petit nombre de CSH sont circulantes dans le sang périphérique. Le nombre n’est 
cependant pas suffisant pour permettre une greffe, à moins de réaliser de nombreuses cytaphérèses. Il 

existe des traitements pour augmenter le nombre de CSH circulantes. Dans le cadre d’une greffe 
autologue, les chimiothérapies aplasiantes permettent déjà la mobilisation des CSH dans la circulation. 

Il est également possible, à la fois pour les greffes autologues et allogéniques, de traiter le donneur avec 

du G-CSF. Ce facteur de croissance permet à la fois la mobilisation et l’expansion des CSH en agissant 

au niveau de la niche hématopoïétique, vraisemblablement par un effet indirect sur les composants de 

la niche (pour revue Bonig and Papayannopoulou, 2012). Cependant, il induit également une 

maturation des CSH vers le lignage myéloïde. Plus récemment, d’autres molécules comme l’AMD3100 
(ou plerixafor), un inhibiteur de la molécule CXCR4 qui permet le maintien des CSH dans la niche ont été 

proposées (pour revue Allen and Conry-Cantilena, 2019; Russell et al., 2013). Celle-ci peut être utilisée 

seule ou encore en combinaison avec le G-CSF pour améliorer la mobilisation et la qualité des cellules 

mobilisées (Liles et al., 2005), notamment pour les patients mauvais mobilisateurs (Arcangeli et al., 

2020; Broxmeyer et al., 2005; Mohty et al., 2017; Mombled et al., 2020 et voir Annexe 2) 

Après le traitement, le prélèvement se fait par cytaphérèse : les composants du sang sont 

séparés dans un processus de flux continu pour ne conserver que les globules blancs, parmi lesquels se 

trouvent les CSH, jusqu’à obtenir environ 2,5.106 cellules de phénotype CD34+ au total.  

Il a été montré que les cellules issues de sang périphérique étaient capables de reconstituer 

plus rapidement le système hématopoïétique par rapport à des cellules de MO, ce qui constitue un 

avantage important compte tenu des risques de complication liés à la cytopénie. Ainsi, les CSH 

mobilisées dans la circulation constituent désormais la source principale de CSH utilisées en clinique, 

grâce à leur facilité de collection et la rapidité de reconstitution. Cependant, la survenue de réactions 

du greffon contre l’hôte semble être plus courante (Mohty et al., 2002). 

 

iii. Le sang de cordon ombilical 
 

La première greffe de CHS issues de sang de cordon ombilical (SCO) a été réalisée en 1988 par 

le Dr Broxmeyer à l’hôpital Saint-Louis sur un patient atteint d’anémie de Fanconi (Gluckman et al., 

1989). Le donneur était alors la sœur du patient. Par la suite, des essais ont été réalisés avec succès avec 
des donneurs compatibles, non nécessairement liés aux patients (Kurtzberg et al., 1996).  

Tout comme les ES, ces cellules souches, plus immatures que les CSH adultes, sont moins 

immunogéniques et poseraient moins de problèmes de rejet. Elles possèdent également un fort 

potentiel de reconstitution (Holyoake et al., 1999). Par ailleurs, le prélèvement consiste en la 

récupération du sang contenu dans le cordon ombilical, autrement éliminé, ce qui est beaucoup plais 

aisé à mettre en œuvre que le prélèvement chez l’adulte. La mise en banque systématique des cellules 

CD34+ extraites du SCO donne ainsi accès à un plus grand nombre d’échantillons disponibles pour le don 
et augmente donc les chances de trouver une compatibilité avec le patient.  
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Les CSPH issues de sang de cordon sont néanmoins parfois peu nombreuses (Brunstein and 

Wagner, 2006), ce qui constitue une limitation majeure car le nombre de CSH transplantées corrèle 

avec le succès de la greffe (Pawliuk et al., 1996). La transplantation à partir de sang de cordon se limite 

donc souvent aux cas pédiatriques, nécessitant un moins grand nombre de cellules. Des méthodes de 

double-transplantation avec des échantillons provenant de deux donneurs différents ont été proposées, 

mais cette méthode comporte des risques plus importants de réaction du greffon contre l’hôte et des 
délais dans la reconstitution des neutrophiles et des plaquettes (pour revue Munoz et al., 2014). De 

plus, cette méthode ne semble pas apporter de bénéfice évident en termes d’amélioration de survie 

d’après un essai clinique de phase III (Wagner et al., 2014a). De nombreuses techniques sont à l’étude 
depuis quelques années, surtout sur les CSH de sang de cordon ombilical, pour tenter de les amplifier 

sans perdre leur potentiel fonctionnel et leurs propriétés fondamentales, dont nous reparlerons plus en 

détails dans la partie 2 de ce chapitre. Ce domaine est très compétitif et donne actuellement lieu à des 

essais cliniques prometteurs.  

Il convient pour terminer de mentionner que les recherches se portent actuellement sur 

l’obtention de CSH à partir d’ES ou d’iPS à la fois en thérapie génique et cellulaire (pour revue Focosi et 

al., 2014; Park et al., 2015). Cette méthode serait beaucoup plus simple en termes de prélèvements, 

mais des réserves sont émises sur sa sécurité et sa faisabilité à grande échelle.  

 

2. Protocoles de maintien et d’expansion des CSH ex vivo 
 

Faire proliférer les CSH sans induire leur différenciation ex vivo est un challenge. Pourtant, le 

nombre de CSH injectées corrèle avec la qualité de la prise de greffe et le taux de survie des patients. 

Or l’accès à un grand nombre de CSH d’un même donneur compatible est souvent limité. Des essais ont 

été réalisés pour transplanter des CSH issues de deux donneurs différents, notamment avec des CSH de 

sang de cordon, mais ce type de protocole est fortement dépendant de la disponibilité d’échantillons 
compatibles. De plus, cela induit des risques d’effets secondaires beaucoup plus importants. Il serait 
donc intéressant de pouvoir augmenter le nombre à la fois de cellules souches et de progéniteurs d’un 
même échantillon, afin d’accélérer la récupération tout en maintenant un potentiel de greffe à long-

terme intact. Si in vivo, les CSH prolifèrent efficacement sans perte de fonctionnalité (Iscove and Nawa, 

1997), in vitro le maintien de leurs propriétés reste encore un défi pour la communauté scientifique. 

Depuis une vingtaine d’années, différentes méthodes ont été proposées afin d’augmenter le nombre 
de CSPH fonctionnelles, majoritairement dans un but de greffe, mais peu sont effectivement utilisées 

en clinique malgré des essais de phase I/II prometteurs (pour revue Kumar and Geiger, 2017; Norkin et 

al., 2013 ; Pineault and Abu-Khader, 2015).  

La qualité des CSH obtenues après expansion est évaluée par différents tests fonctionnels, 

décrits plus en détails dans le chapitre 1 (Coulombel, 2004). Pour rappel, la première est la 

caractérisation immunophénotypique des CSH grâce à l’expression de surface de leurs différents 
marqueurs caractéristiques. Ces indications n’apportent néanmoins pas d’informations sur les capacités 
fonctionnelles des CSH obtenues. Des méthodes in vitro basées sur la formation de colonies à court ou 

long-terme (CFU-C et LTC-IC respectivement) permettent d’identifier la présence de différents types de 
progéniteurs dans les populations étudiées. La culture en série, forçant les cellules à proliférer et donc 
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à s’auto-renouveler et/ou se différencier, peut permettre d’identifier des sous-populations ayant des 

capacités d’auto-renouvèlement. La seule méthode permettant d’obtenir des informations définitives 
concernant les capacités des CSH est la transplantation in vivo.  

 

a. Cytokines, facteurs de croissance et « gold standard » actuel pour la thérapie 
génique et cellulaire 

 

Les premières tentatives d’expansion in vitro se sont principalement appuyées sur l’adjonction 
de cytokines et facteurs de croissance habituellement trouvés dans la niche hématopoïétique dans le 

milieu de culture : Stem Cell Factor (SCF), Flt3-ligand (FLT3L), thrombopoïétine (TPO), interleukines (IL3, 

IL6, IL11) ou encore G-CSF et GM-CSF. Ces molécules étant impliquées dans la prolifération et l’auto-

renouvèlement des CSH in vivo, le but est donc de se rapprocher au maximum de ce 

microenvironnement ex vivo. De manière générale, les milieux de culture utilisés en pré-clinique pour 

l’expansion des CSH sont dépourvus de sérum. 

En 1997, Miller et Eaves (Miller and Eaves, 1997) ont observé une augmentation d’un facteur 3 
du nombre de cellules capables de reconstituer le système hématopoïétique murin après culture dans 

un milieu sans sérum supplémenté en SCF, FLT3L et IL11. Une autre équipe a confirmé ces résultats en 

précisant les cinétiques d’action de chaque facteur de croissance et ajoutant que l’IL3 a un impact 
négatif sur l’expansion des CSH murines (Yonemura et al., 1997). Ce constat n’est pas partagé par Bryder 
et Jacobsen, qui observent au moins 5 divisions cellulaires sans perte de potentiel (Bryder and Jacobsen, 

2000) ; cependant cet effet est inversé en présence de sérum de veau fœtal. De même, Ema et al. 

montrent que l’IL3 ajouté au SCF permet d’augmenter le nombre de divisions subies par une unique 
CSH (LSK CD34-), environ moitié des cellules filles conservant le potentiel de générer des colonies in vitro 

(Ema et al., 2000). Cela suggère qu’il s’agit de divisions asymétriques. L’IL3 reste cependant moins 

efficace que la TPO. Enfin, il est intéressant de noter que les cellules ne s’étant pas divisées semblent 
avoir le même potentiel de reconstitution hématopoïétique que des cellules s’étant divisées, ce dernier 
point étant évalué par transplantation de seulement une ou deux cellules.  

Chez l’homme, il a rapidement été montré qu’un potentiel de reconstitution hématopoïétique, 
y compris en transplantation secondaire, était conservé après une semaine de culture dans un milieu 

contenant SCF, IL3 et IL6 (DiGiusto et al., 1996). Différents groupes ont également montré par des 

expériences de xénogreffe (souris NOD/SCID) en dilution limite avec des cellules CD34+ CD38low issues 

de sang de cordon qu’une expansion d’un facteur 2 à 4 était possible après culture dans des milieux 
contenant les facteurs de croissances SCF, FLT3L, G-CSF, IL3 et IL6 pendant 4 jours (Bhatia et al., 1997) 

voire jusqu’à 8 jours (Conneally et al., 1997). Les cytokines et facteurs de croissance étaient cependant 

introduits à des concentrations différentes dans les deux cas.  Par ailleurs, la concentration de chaque 

cytokine semble d’être d’une importance cruciale : si on utilise des tests in vitro, de plus faibles 

concentrations permettent une expansion maximale (facteur 280) des CFU-C tandis qu’une 
concentration 30 fois supérieure est nécessaire pour l’expansion des LTC-IC (facteur 80) (Zandstra et al., 

1997).  
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D’autres combinaisons ont été proposées, comme un cocktail SCF, FLT3L, TPO, IL6 et IL6R 

permettant une expansion de CD34+ de sang de cordon d’un facteur 4,2 après 7 jours de culture, 
évaluée par des expériences de reconstitution in vivo en dilution limite (Ueda et al., 2000). De plus longs 

temps de culture (3 semaines) ont permis une expansion d’un facteur 6 sur des cellules adultes de MO 
et de sang périphérique mobilisé (Gammaitoni et al., 2003). Dans ces deux dernières études, l’IL6 est 
apparu indispensable à l’expansion, en supplément du SCF, du TPO et du FLT3L, les cocktails en 

manquant ou l’ayant remplacé par de l’IL3 étant beaucoup moins efficaces et permettant au mieux un 
maintien des CSH avec un potentiel de reconstitution hématopoïétique.  Cependant, et contrairement 

aux résultats obtenus sur cellules murines, l’IL3 a été prouvée bénéfique pour l’expansion des CSH et 
progéniteurs de sang de cordon, avec une augmentation nette de la quantité de CFU, de LTC-IC et de 

chimérisme en souris NOD/SCID (Rossmanith et al., 2001). Néanmoins, la prise de greffe n’est étudiée 
qu’après 6 semaines, on ne peut donc statuer que sur les effets à court-terme sur les progéniteurs 

immatures et non sur les bénéfices à long-terme sur le maintien des propriétés des CSH. Dans un autre 

article, les auteurs confirment que l’effet de l’IL3 est majeur à court-terme (jusqu’à 6 semaines), mais 
on observe à long-terme (12 semaines) que celui-ci est nocif pour les capacités de reconstitution 

hématopoïétique des CSH (Piacibello et al., 2000). Deux équipes ont également montré l’importance de 
la thrombopoïétine pour l’expansion des CSH de sang de cordon avec un potentiel de différenciation 

mégakaryocytaire accru (van Hensbergen et al., 2006; Mattia et al., 2008). En effet, cultiver les CSH avec 

uniquement de la TPO est bénéfique pour la différenciation rapide en plaquettes par rapport à un 

cocktail cytokinique classique. Par ailleurs, la différenciation dans les autres lignages ne semble pas 

affectée à 6 (van Hensbergen et al., 2006) et 12 semaines (Mattia et al., 2008). Globalement, de 

nombreux groupes se sont intéressés à la détermination de conditions optimales de culture (présence 

et concentration de cytokines) permettant l’expansion des CSH (Duchez et al., 2012; Kobari et al., 2000; 

Kusadasi et al., 2000; Qiu et al., 1999). Par exemple, la dose de SCF (Du et al., 2012) et de TPO (Kobayashi 

et al., 2019; Wilkinson et al., 2019) sont des facteurs qui doivent être finement régulé. L’IL6 semble 
également avoir un impact important, en particulier quand elle est ajoutée à des milieux déjà optimisés 

(Duchez et al., 2015). Très récemment, un groupe a déterminé une composition permettant d’obtenir 
la meilleure expansion, d’un facteur 129 après 9 jours de culture : SCF et FLT3L à 200 ng/mL, TPO à 20 

ng/mL, IL3 à 15 ng/mL et G-CSF à 10 ng/mL (Zhang et al., 2019). L’IL6 n’a cependant pas été testé dans 
cet article. Les résultats obtenus ont été évalués par les tests in vitro et in vivo classiques, avec un suivi 

à long-terme des greffes jusqu’à 24 semaines ; mais également par des greffes autologues sur un 

modèle de primate non-humain. Le temps de reconstitution hématopoïétique est alors 

significativement réduit.  

Plusieurs tests sur des patients ont été conduits avec différents cocktails de cytokines afin 

d’évaluer la rapidité et la pérennité de la reconstitution hématopoïétique dans ces conditions, ainsi que 
la sécurité. Dans les années 2000, une combinaison de SCF, TPO, FLT3L et IL3 à 100 ng/mL dans un 

milieu sans sérum est utilisée sur des CSH de sang de cordon ombilical avant co-infusion dans les 

patients avec un deuxième échantillon de CSH non cultivées (Fernández et al., 2001). Il n’apparaît 
cependant pas de bénéfice évident sur la rapidité de reconstitution des neutrophiles et la progénie des 

cellules ayant subi l’expansion disparaît progressivement du corps des patients, indiquant une 
incapacité à greffer à long-terme. Une stratégie différente, à base de SCF, G-CSF et MGDF (facteur de 

croissance et de développement des mégacaryocytes) à 100 ng/mL est proposée (Boiron et al., 2006; 

Reiffers et al., 1999; Shpall et al., 2002). Deux groupes sont comparés : l’un avec une co-infusion de 
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cellules cultivées et de cellules fraîches, comme précédemment ; le deuxième avec uniquement les 

cellules cultivées. La neutropénie est alors plus rapidement contrôlée que dans les groupes de 

patients transplantés de façon standard avec des CSH fraîches. En revanche, le maintien à long-terme 

d’une progénie issue des cellules cultivées n’est pas estimé. Enfin, il est important également d’étudier 
les procédures de transport et de transplantation dans le cadre d’essai cliniques. Par exemple, il a été 
montré une très bonne expansion des CSH avec un milieu de grade clinique contenant SCF, FLT3L, TPO 

et G-CSF (Duchez et al., 2012). Cependant, la survie des CSPH après un transport de 48 heures à +4°C 

est beaucoup plus faible qu’espérée (Duchez et al., 2013). Un changement de milieu, remplaçant 

l’albumine par un milieu de culture par le transport, permet alors d’améliorer cette partie du protocole. 

Concernant la thérapie génique, ces cocktails de cytokines ont également rapidement été 

utilisés dans les milieux de culture pour permettre la transduction d’un nombre suffisant de CSH. En 

effet, même si la transduction lentivirale peut se faire dans des cellules quiescentes, elle reste quand 

même plus efficace dans des cellules en division. De plus l’utilisation d’autres types de virus (γ-rétrovirus 

par exemple) rend également nécessaire la division cellulaire. Dans ce cadre, il apparaît indispensable 

de favoriser la prolifération des CSH sans induire leur différenciation et en conservant leur capacité de 

repopulation à long-terme. Un premier test a été réalisé afin de déterminer l’efficacité de greffe de 

cellules transduites puis cultivées pendant 1 à 4 semaines dans un milieu contenant SCF, TPO, FLT3L et 

IL6 (Piacibello et al., 2002). Il a permis de démontrer que l’expansion n’affectait pas la qualité de la 
transduction et permettait de réaliser jusqu’à des transplantations tertiaires, prouvant le maintien des 
capacités d’auto-renouvèlement des CSH cultivées. Des conditions « optimales » pour la transduction 

lentivirale, permettant à la fois une transduction efficace et le moins de perte de capacités de greffe 

possibles, ont été établies ensuite (Uchida et al., 2011). Elles consistent en une pré-stimulation de 24 

heures suivie d’une transduction de 24 heures, le tout dans un milieu sans sérum contenant SCF, TPO 

et FLT3L.  

Pour conclure, l’utilisation de facteurs de croissances pour l’expansion et la transduction des 
CSH est la méthode la plus communément utilisée. Cependant, les avis diffèrent sur les combinaisons 

et concentrations exactes de chaque composé, même si certains (SCF, TPO, FLT3L) se retrouvent dans 

quasiment tous les cocktails. De plus, malgré des tests cliniques encourageants concernant la limitation 

de la neutropénie et de la thrombocytopénie, il semble que la culture et l’expansion aient un impact 
non négligeable sur les propriétés des CSH. Le nombre de CSH diminue en effet en présence de SCF et 

de TPO, malgré une observation de division asymétriques permettant un minimum d’auto-

renouvèlement (Ema et al., 2000). Une autre équipe a mis en avant que des divisions multiples des CSH 

s’opéraient en culture et que seulement une proportion d’entre elles conservent leurs propriétés de 
reconstitution hématopoïétique multi-lignages (Glimm and Eaves, 1999). Compte-tenu des 

informations connues sur la perte des propriétés des CSH après divisions, ces observations amènent à 

se questionner sur l’intégrité des CSH obtenues et à rechercher des méthodes complémentaires pour 
les amplifier sans altérer leurs propriétés. 
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b. Autres molécules de signalisation 
 

i. Prostaglandine E2 
 

Les prostaglandines sont des molécules lipidiques jouant un rôle dans de nombreux processus 

biologiques (Smyth et al., 2009). L’implication de la prostaglandine E2 (PGE2) sur la régulation des CSH 
est suspectée depuis les années 1970 (Fehér and Gidáli, 1974). Plus récemment, un regain d’intérêt a 
émergé dans la communauté scientifique sur une possible utilisation dans le cadre de l’expansion des 
CSH (pour revue Hagedorn et al., 2014).  Il a en effet été montré sur le zebrafish que des composés 

chimiques régulant cette molécule de signalisation avaient un effet sur le nombre de CSH et sur 

l’hématopoïèse (North et al., 2007). De plus, dans ce modèle la PGE2 régule directement la voie Wnt-β-

caténine, qui pourrait être impliquée dans la régulation des CSH (Goessling et al., 2009). Par la suite, il 

a été montré par plusieurs équipes qu’un analogue de la prostaglandine E2, le dmPGE2 permettait, 
après seulement 2 heures de traitement sur des LSK murines, d’augmenter la fréquence de CFU-S (North 

et al., 2007), la capacité de reconstitution hématopoïétique primaire et le nichage via une surexpression 

de CXCR4 (Hoggatt et al., 2009). Cependant, lors de transplantation en série, cette méthode ne permet 

pas d’améliorer le potentiel à long-terme des CSH (Hoggatt et al., 2013).  

Des essais précliniques ont néanmoins été réalisés sur des CD34+ de sang de cordon et de 

primates non-humains, montrant qu’un traitement de quelques minutes à quelques heures avec du 
dmPGE2 permet d’obtenir une meilleure prise de greffe en souris NSG ou en primate non-humain 

(Goessling et al., 2009). Ces éléments ont été assez convaincants pour proposer un essai clinique de 

phase I. Dans cet essai, les conditions optimales (par exemple de concentration et de durée) pour le 

traitement au dmPGE2 ont été évaluées après analyse transcriptomique ; puis des patients ont été 

greffés avec soit deux unités de sang de cordon non manipulées, soit une unité non manipulée et une 

unité traitée au dmPGE2 (Cutler et al., 2013). Les résultats ont montré que cette méthode était sans 

danger, permettait une reconstitution hématopoïétique à long-terme avec une tendance à une 

réduction de la durée de neutropénie et à une greffe préférentielle de l’échantillon traité au dmPGE2 
chez les patients concernés. Il est à noter que dans ces approches, ce n’est pas l’expansion à proprement 
parler des CSH après plusieurs jours de culture qui est recherchée, mais plutôt la potentialisation des 

CSH.  

Enfin, plusieurs équipes ont montré un effet bénéfique du dmPGE2 dans des protocoles de 

thérapie génique à base de lentivirus (Genovese et al., 2014; Heffner et al., 2018). Le traitement au 

dmPGE2 ou au PGE2 permet alors non seulement une meilleure transduction mais également une 

meilleure reconstitution hématopoïétique, sur des cellules de sang de cordon, de moelle osseuse et de 

sang périphérique mobilisé. De façon intéressante, le PGE2 est également utilisé dans le cadre de la 

différenciation et de l’expansion des CSH à partir d’iPS (Gori et al., 2012). 
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ii. Facteurs de croissance des fibroblastes (FGF) 
 

Les différentes isoformes du facteur de croissance des fibroblastes FGF (FGF1 et FGF2 ou bFGF) 

ont également été testées dans un but d’expansion des CSH.  Il a été montré que les CSH murines 

capables de reconstitution à long-terme exprimaient le récepteur au FGF (FGFR) et le perdaient au cours 

de la différenciation (de Haan et al., 2003). Ainsi, la culture dans un milieu enrichi en FGF1 permet 

l’expansion de CSPH conservant toutes les propriétés de reconstitution hématopoïétique, y compris en 
transplantation en série. De plus, ce facteur permet une expansion des CSH murines efficace avant une 

transduction rétrovirale (Crcareva et al., 2005). Le FGF-2 a également été proposé, celui-ci étant 

impliqué dans la prolifération in vivo des CSH (Itkin et al., 2012). Ainsi, chez la souris, la combinaison du 

FGF1 et du FGF2 permet d’obtenir des capacités de reconstitution hématopoïétique supérieures à celles 
de cellules fraîches (Yeoh et al., 2006). Cependant, la présence de cellules totales de la MO en plus des 

CSPH (LSK) semble requise pour obtenir l’expansion des cellules conservant des propriétés de 

reconstitution hématopoïétique, suggérant un effet non-autonome cellulaire du FGF. Chez l’homme, le 
FGF4 seul ne permet pas d’obtenir une prolifération des CD34+, mais l’expansion est plus efficace quand 
il est couplé avec le SCF et le FLT3L (Rogers et al., 2008). Le FGF seul permet néanmoins de mieux 

maintenir le pourcentage de CD34+CD38- au cours de la culture. Cependant, le CD38 n’étant pas un 
marqueur fiable lors de la culture in vitro, les résultats peuvent être discutés.  

  

iii. Facteurs de croissance angiopoïétine-like (ANGPL), insuline-like (ILGF), et 
liant l’insuline (IGFBP) 

 

Le rôle de différentes molécules agissant sur les récepteurs de l’angiopoïétine et de l’insuline 
est également étudié. Il a été montré que les cellules du foie fœtal produisaient les protéines ANGPL2, 

ANGPL3 (Zhang et al., 2006) et ILGF2 (Zhang and Lodish, 2004) chez la souris. Ex vivo, l’addition de ces 
protéines au milieu de culture a permis l’expansion des CSH murines, mesurée par des expériences de 

dilution limite in vivo en comparaison avec des CSH cultivée en milieu contenant seulement les facteurs 

de croissance « classiques » comme SCF, TPO ou encore FGF1 (Zhang and Lodish, 2004; Zhang et al., 

2006). Les auteurs ont également testé d’autres protéines de la famille angiopoïétine-like et identifié 

ANGPL5 et ANGPL7 comme de potentiels candidats pour l’expansion des CSH ex vivo. Chez l’homme, 
une combinaison de ANGPL5 et IGLF2 a été proposée par le même groupe et permet d’obtenir des taux 
de chimérisme bien plus importants que des cellules cultivées avec uniquement les cytokines classiques 

(Zhang et al., 2008). 

Il a ensuite été montré que les ANGPL1, 2, 3, 4, 6 et 7 ne pouvaient pas à elles seules supporter 

la croissance des CSH murines ex vivo, même si elles favorisent leur survie (Akhter et al., 2013). 

Cependant, l’addition de l’une d’elle à un milieu contenant d’autres facteurs de croissance, notamment 

SCF, TPO, ILGF2 et FGF1 permet d’améliorer l’expansion des CSH d’un facteur d’environ 3 à 4. Une autre 
étude s’est penchée plus précisément sur le rôle de l’ANGPL3 dans deux milieux contenant des cytokines 

différentes (SCF, TPO et FLT3L ou SCF, TPO, ILGF2 et FGF1). Dans les deux cas, l’ANGPL3 a permis une 

amélioration d’environ un facteur 3 de l’expansion (Farahbakhshian et al., 2014). La plus forte 
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expansion, supérieure à 10, a été obtenue par une combinaison avec l’ILGF1 et 2 et à faible dose (15 à 
20 ng/mL), avec une validation de la fonctionnalité des cellules in vivo en souris NSG (Fan et al., 2014). 

Il est également possible de faire sécréter ces facteurs de croissance au niveau de 

l’environnement de culture plutôt que de les ajouter manuellement. Par exemple, une équipe a utilisé 
le milieu surnageant d’une culture d’une lignée cellulaire tumorigénique sécrétant l’IGFBP2, 

supplémenté avec d’autres facteurs de croissance (SCF, TPO, FGF1, ANGPL3) pour promouvoir 

l’expansion des CSPH murines (Huynh et al., 2008). De façon intéressante, ce type de culture induit 

l’expression de plusieurs gènes de la famille Hox, et en particulier Hoxb4. Les CSM utilisées en tant que 

stroma sont également connues pour sécréter des facteurs tels que IGFBP2 ou la neurotrophine 3 

(Celebi et al., 2012). Cependant, l’utilisation de ces facteurs de croissance est moins efficace que la co-

culture avec les CSM. Dans une autre étude, des CD34+ de sang de cordon cultivées en présence 

d’IGFBP2 et de CSM ont été co-transplantées avec des CD34+ fraîches (Ong et al., 2012). Le chimérisme 

4 mois après transplantation était alors significativement plus élevé qu’avec une infusion de cellules 
fraîches uniquement. Cependant, les cellules retrouvées à long-terme proviennent majoritairement de 

la fraction non cultivée, indiquant un possible effet néfaste de l’expansion sur les CSH.  

 

iv. Rôle de l’albumine 
 

La culture des CSH se fait le plus souvent dans un milieu dépourvu de sérum. Ainsi, des 

suppléments sont utilisés comme sources de protéines, comme la BSA (bovine serum albumin). 

Cependant, son utilisation peut être la source de contaminants. Ainsi, des alternatives ont été 

proposées. Par exemple, un supplément à base de protéines recombinantes a été utilisée (Ieyasu et al., 

2017). Ce faisant, les auteurs ont identifié l’hémopexine comme un facteur essentiel au maintien des 
CSH murines in et ex vivo. Elle permet en particulier la diminution des ROS dans les CSH. Une autre 

stratégie est le remplacement de la BSA par de l’alcool polyvinylique (Wilkinson et al., 2019). Le 

protocole détaillé a été publié et semble permettre une expansion d’un facteur de 236 à 899 des CSH 

murines après une culture d’au moins un mois (Wilkinson et al., 2020). Chez l’homme, l’utilisation 
d’albumine de sérum humain permet de mieux préserver le pourcentage de cellules CD34+ mais inhibe 

la prolifération par rapport à du sérum de veau fœtal (Antarianto et al., 2019). 

 

c. Mimer le microenvironnement physique de la niche 
 

Mise à part la présence de cytokine et de facteurs de croissance, d’autres facteurs ont été 
étudiés pour rapprocher au maximum les conditions de culture du microenvironnement spécifique de 

la niche hématopoïétique. L’hypothèse est que cet environnement permet de donner les signaux 

nécessaires au CSH pour maintenir leurs propriétés, notamment la quiescence et l’auto-renouvèlement.  
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i. Hypoxie 

 

Une méthode historique a été la culture en hypoxie, qui est une des caractéristiques 

importantes de la niche hématopoïétique (cf chapitre 1). Dès les années 90, il a été montré que des 

cellules de moelle osseuse de souris cultivées en hypoxie (3% d’oxygène) proliféraient moins mais 
avaient de meilleures capacités clonogéniques que des cellules cultivées à 18% d’oxygène (air ambiant) 
(Cipolleschi et al., 1993). Le nombre de cellules nécessaire pour reconstituer le système 

hématopoïétique d’une souris irradiée était également inférieur pour des cellules cultivées en hypoxie. 

Sur des cellules Lin-CD34+CD38- humaines cultivées dans un milieu enrichi en facteur de croissances tel 

que développé dans la première partie, il a été montré qu’une culture de 4 jours en hypoxie (1,5 % 

d’oxygène) permettait de mieux conserver le phénotype de surface des cellules (Danet et al., 2003). De 

plus, l’hypoxie augmente non seulement le nombre de SRC par rapport aux cellules cultivées en 

normoxie (facteur 5,8), mais également par rapport à des cellules fraîches non cultivées (facteur 4,2). 

Cependant, des cultures plus longues (plus de 6 jours) provoquent la perte totale de SRC quel que soit 

la condition de culture. L’hypoxie n’est donc pas suffisante pour protéger les CSH pendant des périodes 
plus longues. De façon intéressante, la culture en hypoxie ne modifie pas les capacités clonogéniques 

des cellules, suggérant que ce facteur n’impacte pas les progéniteurs. Elle permet par ailleurs de 
stabiliser la protéine HIF1α, induisant un métabolisme glycolytique mesuré par la production de lactate, 

et provoque la sécrétion de VEGF dans le milieu accompagnée de l’expression de récepteurs 

angiogéniques à la surface des cellules. Cependant, une autre équipe a montré que des cultures plus 

longues (7 jours) de cellules CD34+ étaient possibles à 3% d’oxygène. Cela permet de favoriser à la fois 
le maintien des SRC et la prolifération des progéniteurs hématopoïétiques (Ivanovic et al., 2004). Les 

auteurs montrent également que de plus faibles concentrations d’oxygène que 3% ne permettent pas 
une prolifération aussi efficace. Cela concorde avec les observations de Cipolleschi et al. (Cipolleschi et 

al., 1993) et de Shima et al (Shima et al., 2009). Dans cette dernière étude, une concentration de 1% 

d’oxygène pendant 6 jours supprime la prolifération des cellules CD34+ via une sur-régulation de 

l’inhibiteur du cycle cellulaire p21Cip1, et n’induit pas d’effet sur la capacité clonogénique in vitro, mais 

maintient des CSH avec un potentiel de reconstitution hématopoïétique. Ainsi, les résultats observés 

semblent dépendre d’un équilibre fin entre concentration d’oxygène et temps passé en culture. Il est 
également important de signaler que les cocktails cytokiniques sont différents dans chacune de ces 

études : ce paramètre peut également influer grandement sur les résultats obtenus, et notamment les 

temps de culture optimaux. Par ailleurs, de très faibles concentrations en oxygène (0,1%) semblent 

permettre un retour à la quiescence plus important pour des CSH mises en culture pendant plus de 3 

jours, après une première entrée en cycle (Hermitte et al., 2006). Il est important de noter, par ailleurs, 

que la présence d’IL3 semble indispensable pour maintenir une bonne viabilité dans ces conditions 

d’extrême hypoxie.  

Les résultats exposés précédemment (meilleure reconstitution et diminution du cycle cellulaire) 

ont été confirmés sur des CSH murines et les mécanismes ont été décryptés (Eliasson et al., 2010). Il est 

observé que p27Kip1, p57Kip2 et p21Cip1 sont surexprimés lors de la culture en hypoxie dans les LSK, tandis 

que seule p21Cip1 l’est dans les CSH CD34-. La protéine HIF1α est impliquée dans ce processus et son 

inhibition diminue l’expression de p27Kip1 et de p57Kip2, mais pas de p21Cip1. La stabilisation forcée 

d’HIF1α en normoxie, par la molécule FG-4497 ou par transduction avec un vecteur permettant 
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l’expression d’une protéine HIF1α mutée constitutivement active, suffit à inhiber la prolifération des 

cellules. Enfin, plus récemment, il a été montré que dès la collection des CSH de sang de cordon ou de 

moelle osseuse, la saturation en oxygène de l’air ambiant avait un effet drastique sur les propriétés des 

CSH humaines de sang de cordon et murines de moelle osseuse, limitant leur capacité de reconstitution 

hématopoïétique (Mantel et al., 2015). Ainsi cela induit probablement une sous-estimation du nombre 

de CSH initialement disponibles dans l’échantillon. Cet effet est médié par une réaction de stress et une 
augmentation des ROS, lié à la voie p53 et au pore de transition de perméabilité mitochondriale 

(mitochondrial permeability transition porte ou MPTP). Les auteurs proposent donc de placer les 

cellules en hypoxie dès la collection, ou de les traiter avec de la cyclosporine A, inhibiteur du MPTP via 

la cyclophiline D, pour les préserver avant même une expansion éventuelle. Cependant, une addition 

plus tardive de cette molécule (ne serait-ce que 15 minutes après la collection) ne protège plus les CSH 

et induit même une augmentation des ROS par rapport à des cellules non traitées. L’usage de la 
cyclosporine A semble donc assez délicat. Le même groupe a récemment confirmé ces résultats sur des 

CSH murines de sang périphérique mobilisé (Aljoufi et al., 2020). 

 

ii. Cellules stromales 
 

D’autres équipes se sont penchées sur l’aspect de l’environnement cellulaire et des liaisons avec 
les cellules environnantes de la niche, en complément du milieu enrichi en cytokines. Ainsi, de 

nombreuses propositions sont liées à la culture sur un stroma dit médullaire, c’est-à-dire composé de 

cellules présentes dans la moelle osseuse et plus précisément dans la niche hématopoïétique ; sur la 

structure 3D de la niche ; et sur d’autres facteurs stimulés dans la niche, différents des facteurs de 
croissance déjà exposés précédemment.  

Une possibilité est donc de co-cultiver les CSH avec d’autres types de cellules présentes dans la 
niche hématopoïétique. Il a été montré très tôt que la présence d’autres cellules pendant la culture in 

vitro de CFU-S permettait une expansion de cette population (Dexter et al., 1977). De plus, il a été 

observé que des cellules hématopoïétiques CFU-S et CFU-GM étaient retrouvées pendant plus de 2 mois 

lorsque les cellules étaient cultivées sur des lignées stromales, en particulier les lignées MS1 et MS5, 

encore utilisées aujourd’hui (Issaad et al., 1993; Itoh et al., 1989). Plus intéressant encore, des cellules 

capables de reconstituer le système hématopoïétique pouvaient être récupérées après au moins 4 

semaines de culture en système LTC sur un stroma médullaire (Fraser et al., 1992). Ainsi plusieurs 

équipes se sont intéressées à la possibilité de co-cultiver des CSH avec un stroma pour favoriser leur 

prolifération et/ou leur maintien. Des screennings de différentes lignées isolées à partir de foie fœtal 
ont par exemple été testées (Moore et al., 1997; Wineman et al., 1996). Les lignées permettant le 

maintien des propriétés de reconstitution hématopoïétique à long-terme des CSH sont très rares : 

Moore et al n’en identifient qu’une, AFT024, une lignée stromale murine, mais celle-ci produit de 

meilleurs résultats que les cultures en milieu liquide enrichi en cytokines. Ce constat est partagé par 

d’autres équipes (Breems et al., 1994). Une lignée de cellules endothéliales porcines a permis de réaliser 

des greffes en modèle de primates non-humains à partir de CD34+ co-cultivées pendant 10 jours, avec 

ajout de cytokines (Brandt et al., 1999). Très vite, ces systèmes de co-culture ont été appliqués aux CSH 

humaines : une lignée dérivée d’embryons murins, AGM-S3, permet le maintien de SRC à partir d’une 
population CD34+CD38- pendant 4 semaines (Xu et al., 1998) ; la lignée MS5, présentée précédemment, 
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permet aussi le maintien des CSH humaines (CD34+ CD38low/-) pendant 10 jours en synergie avec des 

cytokines (Bennaceur-Griscelli et al., 1999). D’autres lignées murines, comme AC6.21 (Shih et al., 1999), 

HESS-5 (Kawada et al., 1999; Shimakura et al., 2000), AFT024 (Nolta et al., 2002), FBMD1 (Kusadasi et 

al., 2001) ou encore la lignée OP9 (Weisel et al., 2009) ont montré des résultats similaires, avec un 

maintien de la fonctionnalité des CSPH après co-culture, souvent en présence d’un cocktail de cytokines 
humaines contenant au moins SCF, TPO et FLT3L. Cependant, une équipe a rapporté que la lignée OP9 

permettait uniquement le maintien, et non l’expansion, des CSPH de phénotype CD34+CD38-CD90+ 

après 2 semaines de culture (Magnusson et al., 2013). 

Ces méthodes de co-culture en présence de cellules xénogéniques peuvent être 

problématiques pour une application clinique, malgré leur utilité notamment pour la réalisation de 

cultures à long-terme en laboratoire et de tests de LTC-IC. Ainsi, des techniques de culture sur un stroma 

humain ont été développées, notamment à partir de cellules stromales mésenchymateuses (CSM). Il a 

tout d’abord été montré que la culture sur des cellules de stroma médullaire humain permettait de faire 

proliférer davantage les cellules CD34+, avec une augmentation du potentiel de reconstitution in vivo à 

8 semaines post-transplantation après 2 à 4 semaines de culture (Yamaguchi et al., 2001). Une équipe 

a ensuite comparé ce type de stroma dérivé de MO avec des CSM purifiées grâce au marqueur STRO1, 

dans un milieu contenant SCF, bFGF, LIF (leukemia inhibitory factor) et FLT3L (Gonçalves et al., 2006). 

Ce choix de facteurs de croissance ne permet pas l’expansion de CSH sans la présence d’un stroma, mais 
les auteurs indiquent qu’il est optimal pour la culture sur CSM (da Silva et al., 2005). Dans cette étude, 

des CD34+ de MO sont cultivées jusqu’à 14 jours sur les deux types de stroma : les MSC permettent 

préférentiellement l’expansion en nombre de ces cellules ainsi que le maintien du phénotype immature 
(expression de CD34 et CD38). La fonctionnalité est évaluée avec des tests de CFU-C et une 

transplantation en modèle de mouton fœtal, où les observations sont confirmées. De façon 
intéressante, des CSM allogéniques sont plus efficaces pour l’expansion de cellules de phénotype CD34+ 

CD38- par rapport à des CSM autologues.  D’autres conditions optimales de co-culture avec des CSM 

ont été étudiées de façon systématique, notamment d’autres facteurs de croissance tels que ANGPL5 

ou ILGFB2 (Walenda et al., 2011). La combinaison choisie intègre du SCF et FGF comme la précédente 

mais nécessite de la TPO. Elle ne permet pas l’expansion des SRC après 1 semaine de culture sans 
stroma, comme précédemment, tandis que l’expansion en co-culture avec les CSM et les cytokines 

permet uniquement de maintenir la capacité de repopulation hématopoïétique à 8 semaines post-

transplantation (donc à moyen-terme) par rapport à des cellules fraîches, mais ne l’améliore pas malgré 
une expansion en nombre. Une autre équipe s’intéressant à la combinaison de cytokines idéale (parmi 

SCF, TPO, FLT3L, bGFG, LIF) pour co-cultiver les CSH humaines avec des MSC a démontré une meilleure 

expansion avec le trio SCF, TPO et FLT3L, donc sans bFGF ni LIF (Andrade et al., 2010). Ces résultats ne 

sont cependant pas confirmés par des expériences in vivo. Ces données ont été complétées en réalisant 

une co-culture de cellules de sang de cordon avec des CSM purifiées dans un milieu contenant ces 

facteurs de croissance additionnés du G-CSF (Fei et al., 2007). Cette méthode permet également une 

augmentation des CFU-C et du chimérisme à 6 semaines post-greffe, ce qui ne nous permet pas de 

statuer sur la fonctionnalité à long-terme. 

Une équipe a proposé un mécanisme expliquant les résultats observés sur l’expansion et 
l’amélioration des prises de greffe à court-terme, via une augmentation de la migration due à VCAM1 

(Perdomo-Arciniegas and Vernot, 2011). Cependant l’expression de son récepteur CD49d/VLA4 n’est 
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pas différentiellement régulée sur les CSH. L’utilisation de cellules endothéliales de veine ombilicale 
(HUVEC) a également permis d’obtenir de bons résultats, même si moins importants qu’avec des 
cellules stromales de MO, et de façon intéressante la séparation du stroma et des CSPH par une 

membrane semi-perméable a augmenté leur expansion (Köhler et al., 1999). Très récemment, une 

équipe a proposé une méthode exploitant des cellules endothéliales artérielles de cordon ombilical 

huAEC (human arterial endothelial cells), modifiées génétiquement pour exprimer E4ORF1, protéine qui 

permet leur survie in vitro (Li et al., 2020a). Ceci permet une expansion plus importante des CD34+ et 

des CSH phénotypiques ainsi qu’une amélioration des capacitées de reconstitution hématopoïétique en 
souris NSG après 12 semaines, notamment comparé aux HUVEC. La contribution de cellules stromales 

à l’efficacité de transduction rétrovirale a également été analysé (Moore et al., 1992; Nolta et al., 1995). 

Ainsi, la transduction de CSH humaines adultes, issues de prélèvements de MO ou de sang périphérique 

mobilisé, semble mieux fonctionner avec le support de cellules stromales.  

L’ensemble de ces résultats, encourageants malgré un manque de consensus sur les conditions 
optimales, ont permis la mise en place d’un essai clinique (de Lima et al., 2012). Dans cet essai, comme 

dans les exemples précédents, le temps de récupération du taux de neutrophiles est évalué chez des 

patients ayant reçu soit deux échantillons de SCO non manipulés, soit un échantillon non manipulé et 

un échantillon co-cultivé avec des CSM dans un but d’expansion. Ce dernier permet de diminuer le 
temps de récupération et d’améliorer le taux de greffe après 26 jours, et démontre la sécurité de cette 
méthode. Enfin, une niche constituée de CSM humaines différenciées en ostéoblastes a également été 

proposée, et permet une expansion au moins des progéniteurs, comme démontré par l’utilisation de 
tests de fonctionnalité in vitro : CFU-C et LTC-IC (Tan et al., 2010). Ce système a pour particularité d’être 
en 3D dans une matrice osseuse. Cet environnement spatial pourrait également contribuer aux effets 

observés, nous reviendrons sur ce point dans le paragraphe iii. 

Il est important de noter que dans un certain nombre des études présentées, sauf mention 

contraire, la capacité de reconstitution hématopoïétique est évaluée à des temps relativement courts 

après la greffe (moins de 12 semaines), ce qui ne permet pas de juger de l’action des conditions de 
culture sur les propriétés des CSH. Un groupe a ainsi montré que ce type de culture (CSM humaines ou 

lignées stromales murines) ne permettait pas l’expansion de cellules conservant un potentiel érythro-

myéloïde, considérées par les auteurs comment étant le meilleur indicateur des CSH (Radtke et al., 

2016). 

 

iii. Voies Notch et Wnt 
 

Le rôle du récepteur NOTCH a été étudié dans le maintien ex vivo des CSH. Celui-ci pourrait être 

impliqué dans la régulation des propriétés des CSH au sein de la niche hématopoïétique ainsi qu’à 
plusieurs stades de la différenciation hématopoïétique (pour revue Lampreia et al., 2017). Deux études 

ont montré l’utilité de ligands synthétiques Delta1-IgG (immnoglobuline-G) dans la prolifération de 

précurseurs hématopoïétiques avec des capacités de reconstitution lymphoïdes et myéloïdes à court-

terme (Ohishi et al., 2002; Varnum-Finney et al., 2003). Des compléments à ces observations ont été 

apportés par l’étude de l’effet différentiel de faibles et fortes concentrations de ce ligand, avec une 
reconstitution hématopoïétique améliorée à 10 semaines post-transplantation en modèle de souris 
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NOD/SCID (Delaney et al., 2005). Cette même équipe a réalisé un essai clinique comparatif et prouvé 

que la transplantation d’une unité de CSH de SCO cultivées ex vivo en présence du ligand Delta1-ExtIgG 

en complément d’une unité fraîche diminuait le délai de neutropénie comparé à deux unités de CSH de 

CB fraîches (Delaney et al., 2010) ; puis a par la suite confirmé ces résultats et prouvé la sécurité de 

cette méthode (Milano et al., 2011; Summers et al., 2014). Ces expériences démontrent le bénéfice lié 

à la prolifération des progéniteurs mais ne permettent pas de déterminer l’effet de la régulation de la 
voie Notch sur les CSH possédant un potentiel de reconstitution hématopoïétique à long-terme. Ce 

point a été montré dans un système de culture sur un stroma de cellules OP9-DL4 et OP9-DL1, exprimant 

deux ligands de NOTCH (Benveniste et al., 2014). Après plusieurs semaines de culture, la stimulation de 

la voie Notch permet un maintien des CSH phénotypiques humaines et conservant un potentiel de 

reconstitution hématopoïétique. L’inhibition de cette voie par l’expression de dnMAML, une version 

dominante négative de MAML (mastermind-like transcriptional factor) empêchant la transmission des 

signaux induits par NOTCH, abroge les effets de ces deux ligands de Notch. Il est intéressant de noter 

que dans cet article, l’effet positif des ligands de Notch est bénéfique lors de l’expansion in vitro mais 

n’est pas nécessaire pour l’expansion in vivo. Enfin, des cellules stromales exprimant deux ligands de 

NOTCH, JAG1 (Jagged canonical notch ligand 1) et DL1 (delta-like canonical notch ligand 1), ont 

également été utilisées sur des CSH murines et humaines, combinant les effets de la présence de cellules 

stromales (respectivement lignée murine NIH3T3 et CSM humaines primaires) et de la stimulation de 

Notch. Les deux ligands permettent alors une meilleure expansion tout en améliorant le pourcentage 

de CSH phénotypiques, DL1 fonctionnant encore mieux que JAG1 (Raevskaya et al., 2017). Les ligands 

utilisés sont dans les deux cas les ligands humains. Il est intéressant de noter que les effets de JAG1 

avaient déjà été étudiés sur les CSH murines grâce à un système d’immobilisation du ligand sur le 
substrat de culture (Toda et al., 2011). 

D’autre part, l’activation de la voie Wnt-β-caténine couplée à la répression de la voie mTor dans 

un milieu dépourvu de cytokines permet d’augmenter le nombre de CSH murines et humaines après 7 
jours de culture, même si la fréquence reste identique à des cellules cultivées dans des conditions 

classiques (Huang et al., 2012). Cette méthode présente l’avantage d’utiliser des molécules approuvées 

cliniquement. De plus, les auteurs démontrent que la voie Wnt est requise pour le maintien des CSH ex 

vivo. L’inhibition de GSK-3β (glycogen synthase kinase 3 beta), aussi impliquée dans la voie Wnt, par le 

6-bromoindirubin 3’-oxime (BIO) diminue la vitesse de divisions et permet d’augmenter le chimérisme 
en souris NOD/SCID, mais pas la fréquence de SRC (Ko et al., 2011). Le BIO ne modifie pas l’expression 
de gènes cibles de WNT, mais augmente l’expression de gènes régulant NOTCH ainsi que p57.  

Des activateurs d’autres récepteurs sont aussi utilisés. Par exemple, le NR-101 est un analogue 

de la TPO, capable de provoquer une signalisation via son récepteur C-MPL. L’expansion obtenue après 
incubation avec cette molécule est meilleure que celle obtenue avec de la TPO, et semble liée à une 

stabilisation de HIF1α et à une activation de ses gènes cibles (Nishino et al., 2009). L’acide all-trans 

rétinoïque ATRA (all trans retinoic acid) et l’AGN193109, deux agonistes des récepteurs de l’acide 
rétinoïque (RAR), ont été comparé sur des CSPH murines (LSK) (Purton et al., 2000). L’ATRA permet une 
préservation des capacités fonctionnelles in vitro (CFU-C) et in vivo (CFU-S, reconstitution 

hématopoïétique à court et long-terme), au contraire de l’AGN193109 qui semble favoriser la 
différenciation. 
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iv. Culture en 3D et matériaux utilisés 
 

In vivo, les CSH évoluent dans un environnement en trois dimensions où de nombreux 

composants non cellulaires interviennent. Ainsi, la culture dite en “2D” sur des supports en plastique 

pourrait également être une des raisons qui expliquent la perte de propriétés des CSH. Il est en effet 

apparu assez tôt que la composition du matériau de culture était fondamentale pour une bonne 

expansion des CSH (LaIuppa et al., 1997). Ainsi, plusieurs équipes ont tenté d’améliorer ce paramètre, 
en utilisant des composants non-cellulaires de la niche in vitro voire en créant une structure 3D. Par 

exemple, la culture sur un matériau élastique, comme la tropoélastine, permet d’améliorer l’expansion 
des CSH murines, telle que mesurée par l’expression des marqueurs de surface, la faculté à générer des 

colonies et les capacités de reconstitution hématopoïétique, et cet effet est additif avec l’ajout de 
cytokines (Holst et al., 2010). La même observation est effectuée sur des cellules humaines de SCO 

cultivées dans une matrice 3D en polymère non-tissé, favorisant les interactions cellules-cellules et 

cellules-matrice (Li et al., 2001). Des nanofibres aminées ont également été utilisées (Chua et al., 2006). 

Dans ce cas spécifique, il a été montré que l’espacement de ces fibres avait une importance cruciale 
pour l’expansion des CD34+ et leur fonctionnalité in vitro et in vivo. D’autres types de matériaux ont été 
étudiés : en particulier, une équipe a comparé deux polymères biocompatibles et biodégradables, le 

PCL (polycaprolactone) et le PLGA (poly(lactic-co-glycolic) acid) avec des matrices de collagène et de 

fibrine. Si seul le PLGA ne permet pas une expansion satisfaisante des CSH, la matrice de fibrine reste la 

plus efficace en termes d’expansion, de maintien du phénotype immature et de reconstitution 
hématopoïétique en souris NSG (Ferreira et al., 2012).  

Différents revêtements ont aussi été comparés en culture 2D, dont la fibronectine, l’héparine, 
le tropocollagène, l’acide hyaluronique, des fibrilles de collagène ou encore le protéoglycane sulphate 
d’héparane (Franke et al., 2007). La fibronectine a semblé être la plus efficace pour permettre l’adhésion 
des CSH CD133+, devant l’héparine, le sulphate d’héparane et les fibrilles. Les autres matériaux étaient 
moins efficaces. Plusieurs autres études ont confirmé les propriétés de la fibronectine pour le maintien 

des CSH ex vivo. La culture en présence du domaine carboxyl-terminal de la fibronectine, activateur des 

intégrines VLA4 et VLA5, permet une meilleure transduction rétrovirale et une meilleure reconstitution 

hématopoïétique des CD34+ de moelle osseuse (Dao et al., 1998). Une deuxième étude a comparé l’effet 
d’une structure 3D en polymère recouvert de fibronectine immobilisée, comparée à une structure 2D 
du même matériau et à une structure 3D où la fibronectine est solubilisée dans le milieu de culture. La 

première méthode permet une expansion plus importante des CD34+ ainsi qu’une meilleure 
préservation des CFU-C et de meilleures prises de greffe en souris NOD/SCID (Feng et al., 2006).  

Enfin, l’utilisation d’hydrogels est également en développement pour mimer le 

microenvironnement spatial de la niche. Une équipe a utilisé cette technique pour co-cultiver en 3D des 

CSM isolées à partir de placenta avec des cellules CD34+ (Sharma et al., 2012). Dans ce modèle, il a été 

observé une meilleure rétention des propriétés phénotypiques et fonctionnelles des CSH, en particulier 

leur quiescence. De plus, un gradient hypoxique s’est naturellement créé dans cet environnement, ce 
qui permet de se rapprocher encore plus des propriétés de la niche hématopoïétique. Enfin, très 

récemment, un groupe a publié des résultats très intéressants sur un hydrogel dit « zwitterionique » 

(Bai et al., 2019). Sa structure chimique lui confère des propriétés hydrophiles, au contraire des supports 

de culture habituellement hydrophobes. Ce matériau ainsi que la structure 3D ont permis d’obtenir une 
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très bonne expansion des CSH conservant leurs propriétés de reconstitution hématopoïétique sur 25 

jours, comparé à d’autres types de polymère ou à la culture en 2D même en présence de l’hydrogel. Par 
ailleurs, les auteurs ont observé une diminution des ROS lors de la culture par rapport aux CD34+ 

contrôles, qui pourrait expliquer les résultats obtenus. 

 

v. Combinaison de différentes méthodes  
 

Afin de coller au maximum au microenvironnement de la niche hématopoïétique, une stratégie 

est de combiner plusieurs constituants cités précédemment. Ainsi, on obtient un environnement 

récapitulant au mieux les conditions idéales de maintien des CSH. Une  équipe a par exemple combiné 

la culture 3D dans un moule en résine à l’hypoxie et à la présence de cellules stromales (Miyoshi et al., 

2011). En normoxie, la culture 3D permet alors l’expansion en l’absence de cytokines, même en absence 
de cellules de stromales. En hypoxie, l’expansion est plus efficace avec les cellules stromales et de toute 

façon meilleure qu’en normoxie. Cependant, aucun test fonctionnel n’est réalisé dans cette étude.  

 

d. Perfusion continue, changements de milieu et agitation 
 

Un élément qui peut également jouer un rôle dans la qualité du maintien des CSH est 

l’accumulation de facteurs sécrétés par les cellules en différenciation durant le temps de culture. 
Différentes méthodes ont été proposées pour éviter cela. Des systèmes de bioréacteurs à perfusion 

continue ont été mis au point pour la culture de cellules mononucléées de moelle osseuse non purifiées, 

permettant l’augmentation des CFU-C, en particulier des CFU-GM, et des LTC-IC (Koller et al., 1993; 

Palsson et al., 1993). Cependant, cette croissance est limitée à environ deux semaines. La possibilité de 

remettre en culture les cellules dans un nouveau bioréacteur après la première phase d’expansion a 
alors été démontrée (Palsson et al., 1995). Un bioréacteur produit par Aastrom a ensuite été utilisé dans 

un essai clinique de phase I (Jaroscak et al., 2003). Si aucun effet secondaire négatif n’a été observé, 
cette méthode ne semble pas apporter de bénéfice concernant la rapidité de récupération des 

neutrophiles et des plaquettes. Il est à noter que dans ces travaux, les milieux utilisés contiennent du 

sérum xénogénique et le facteur de croissance EPO (érythropoïétine), ce qui peut influer grandement 

sur les résultats. Des changements fréquents de milieux sont également proposés, en particulier dans 

le cadre d’une co-culture avec des cellules stromales (Koller et al., 1995). Plus récemment, une méthode 

automatisée de dilution afin de réduire la signalisation induite par les facteurs sécrétés dans le milieu a 

été mise au point (Csaszar et al., 2012). Cette méthode donne également des résultats intéressants en 

termes de potentiel in vitro (nombre de CFU-C, fréquence de LTC-IC) et in vivo (fréquence de SRC). Pour 

terminer, en plus des changements de milieu réguliers, l’agitation semble également contribuer au 
maintien des CSH. En effet, une expansion plus importante des cellules CD34+ CD38- est observée 

lorsqu’elles sont agitées continuellement (Choi et al., 2010). Cependant, la fonctionnalité des cellules 

n’est pas testée dans ce travail. 
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e. Régulation de voies liées au maintien des CSH et manipulation génétique 
 

i. HOXB4 
 

HOXB4 est une protéine exprimée par les CSPH humaines et murines (Civin et al., 1984; Hills et 

al., 2011; Sauvageau et al., 1994). Il a été montré dès la fin du 20ème siècle que la surexpression de 

HOXB4 induite par transduction rétrovirale permettait d’améliorer les capacités clonogéniques (CFU-C 

et CFU-S) et de reconstitution hématopoïétique à long-terme des cellules de MO murines (Antonchuk 

et al., 2001; Sauvageau et al., 1995). Par ailleurs, la surexpression de HOXB4 ne provoque pas une 

expansion des CSH in vivo plus importante que celles normalement observées, indiquant une 

conservation des mécanismes permettant de réguler le nombre de CSH sans transformation maligne 

(Thorsteinsdottir et al., 1999).  Ces résultats ont été ensuite confirmés sur les CSPH humaines par un 

autre groupe (Amsellem et al., 2003). Dans cette étude, afin d’éviter tout effet secondaire lié à 
l’intégration virale de HOXB4, les auteurs ont pris le parti de cultiver des cellules CD34+ sur un stroma 

(MS5) sécrétant HOXB4. Grâce à la capacité de cette protéine à traverser les membranes des cellules et 

à être transloquée dans le noyau, cette signalisation externe joue le même rôle qu’une expression 
intrinsèque. Après plusieurs semaines de culture à partir de CD34+CD38low, un plus grand nombre de 

cellules CD34+, de CFU-C et de LTC-IC est obtenu. Concernant la reconstitution hématopoïétique en 

modèle de souris NOD-SCID, la fréquence de SRC était bien plus élevée dans les échantillons co-cultivés 

avec les MS5 exprimant HOXB4 que dans les échantillons contrôles en co-culture sur des MS5 

transduites pour exprimer la protéine fluorescente EGFP, 7 semaines après transplantation. Même si 

cela ne permet pas de statuer sur les propriétés des CSH, on peut cependant dire qu’au moins la 
fréquence des progéniteurs hématopoïétiques a été améliorée. Une stratégie similaire a été utilisée par 

d’autres équipes, reposant sur l’exposition à la protéine recombinante HOXB4 couplée au domaine du 
virus VIH permettant la pénétration cellulaire (TAT) (Huang et al., 2010; Krosl et al., 2003). De la même 

façon que précédemment, une amélioration des capacités phénotypiques et fonctionnelles des CSH est 

observée. Une équipe travaillant sur l’activation d’un autre gène, OCT4, via la molécule OAC1, a observé 

une sur-expression de HOXB4 dans les échantillons traités et dans lesquels l’expansion et les capacités 
fonctionnelles étaient améliorées (Huang et al., 2016). La suppression de HOXB4 par un siRNA a annulé 

l’effet de OAC1. Ainsi, OCT4 et HOXB4 pourraient être liés dans la régulation de l’expansion des CSH 
humaines ex vivo. L’analyse de la réponse transcriptomique des CSH adultes et embryonnaires murines 
surexprimant Hoxb4 a été effectuée afin de définir les mécanismes d’action à l’origine des effets 
fonctionnels (Schiedlmeier et al., 2007). Celle-ci révèle différentes voies régulées dans les deux types de 

cellules et liées à l’auto-renouvèlement, à la quiescence et à la différenciation, telles que les voies Wnt 

et Notch, le cycle cellulaire, et les voies liées à la signalisation cytokiniques, en particulier TGFβ, TNFα et 

FGF. D’ailleurs, l’inhibition du FGF empêche l’action bénéfique de la surexpression d’Hoxb4 sur les 

capacités fonctionnelles des CSH. Enfin, d’autres gènes de la famille HOX, comme HOXC4, pourraient 

également avoir des effets similaires à HOXB4 dans l’expansion des CSH ex vivo (Auvray et al., 2012; 

Daga et al., 2000).  
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ii. p38MAPK 
 

Nous avons explicité l’implication de la protéine p38MAPK (codée par le gène MAPK14) dans le 

maintien des CSH dans le chapitre 2. La régulation de cette voie a également été proposée comme 

facteur permettant une meilleure expansion des CSH. Grâce à une librairie de shARN et à un screening 

sur des CD34+ de sang de cordon ombilical cultivées ex vivo pendant 5 jours dans un milieu contenant 

les trois cytokines SCF, FLT3L et TPO, le gène MAPK14 a été identifié comme un important régulateur 

du devenir des CSH dans ces conditions (Baudet et al., 2012). L’inhibition pharmacologique de ce gène 
par plusieurs molécules différentes ou par un shARN lentiviral permet d’améliorer la fréquence et le 
nombre des cellules CD34+ CD90+ malgré une diminution nette de la croissance. De façon intéressante, 

la quantité intracellulaire de ROS était également diminuée. Enfin, la reconstitution hématopoïétique 

en souris NSG à long-terme est également meilleure après inhibition de p38MAPK par la molécule 

SB203580. Ce type de screening a également permis d’obtenir d’autres shRNA ayant une action 
importante sur l’expansion des CSH mais sans réguler le gène pour lequel il était destiné (Talkhoncheh 

et al., 2018). Cependant, le transcriptome des cellules après expansion avec ce shRNA comparée à un 

shRNA contrôle ont également mis en avant une régulation de MAPK14. Les résultats fonctionnels 

observés par Baudet et al ont été confirmés par une autre équipe sur des cellules CD133+ cultivées 

pendant 7 jours (Zou et al., 2012). L’effet bénéfique de l’inhibition de p38MAPK serait à attribuer à une 
diminution de la sénescence et à une régulation positive de CXCR4.  Cependant, aucun impact sur la 

prolifération n’a été observé. La baisse de la croissance observée par Baudet et al. pourrait être 

attribuée à une action plus spécifique de MAPK14 sur les progéniteurs plus différenciés que sur les 

cellules souches, la population de départ étant différente dans les deux études.  

 

iii. Facteurs liés au métabolisme 
 

Les CSH arborant un état métabolique particulier, le rôle de différents acteurs du métabolisme dans 

le cadre d’une expansion ex vivo a été abordé. L’alexidine dihydrochloride, un inhibiteur de la 
phosphatase mitochondriale PTPMT1 impliquée dans la différenciation des CSH, permet une 

reprogrammation métabolique vers la glycolyse et une amélioration du maintien des CSH murines ex 

vivo (Liu et al., 2015). Cet effet est médié par une sur-activation d’AMPK et l’utilisation de metformine 
pour activer cette voie induit le même type d’effet. La protéine NOV (ou CCN3) a également été 

identifiée comme essentielle aux fonctions des CSH de sang de cordon (Gupta et al., 2007). Une 

incubation pendant un court temps (8 heures) avec NOV permet d’améliorer la fréquence de SRC sans 
divisions supplémentaires (ni de différenciation ni d’auto-renouvèlement). On parle ainsi plutôt de 

recrutement que d’expansion (Gupta et al., 2020).  Cet effet est médié par une diminution des ROS et 

l’expression de cMYC au profit d’un profil glycolytique. Enfin, il a été montré qu’un fort taux d’acides 
gras, principalement apportés par du sérum ou de l’albumine, était également un facteur permettant 
de mieux préserver les CSH ex vivo (Kobayashi et al., 2019). Cependant, nous avons précisé 

précédemment que leur utilisation pouvait présenter des défauts. 
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iv. Signalisation liée au cuivre 
 

Plusieurs équipes ont évalué le rôle de la quantité de cuivre (Cu) sur les CSH humaines. En effet, 

plusieurs syndromes hématopoïétiques sont liés à des déficiences en Cu. Ainsi, des chélateurs du Cu ont 

été utilisés afin de rendre compte de son implication, en particulier dans le maintien des CSH ex vivo. 

Dans une première étude utilisant le chélateur tétraéthylènepentamine sur des cellules CD34+, il a été 

montré que de faibles concentrations de Cu pendant 3 semaines de culture retardaient la 

différenciation des CSH et améliorait la production de CFU. Des concentrations élevées de Cu, obtenues 

par ajout de ceruloplasmine ou directement de Cu, avaient l’effet inverse (Peled et al., 2002). Il a ensuite 

été démontré que cette méthode permet également une amélioration de la prise de greffe en souris 

NOD/SCID (Peled et al., 2004). Ces résultats ont mené à la mise en place d’un essai clinique de phase I/II 
(de Lima et al., 2008). Dans cet essai, une fraction d’une unité CSPH de sang de cordon purifiée grâce à 

l’antigène CD133 est cultivée 3 semaines en présence du tétraéthylènepentamine et co-infusée avec 

l’autre fraction de la même unité non cultivée. Si le temps moyen de récupération du nombre de 
neutrophiles et de plaquettes n’est pas amélioré par rapport aux procédures standards, le taux de survie 

semble néanmoins meilleur. 

 

v. Autres gènes et voies 
 

Une autre approche utilise des protéines de fusion TAT-MYC et TAT-BCL2 (B cell CLL/Lymphoma 

2) de façon similaire à TAT-HOXB4 précédemment explicitée (Bird et al., 2014). Ces protéines 

permettent l’expansion significative des CSH issues de diverses sources : CSH murines de moelle osseuse 

et CSH humaines de sang de cordon, de sang périphérique mobilisé par G-CSF et de moelle osseuse 

adulte. Il est à noter que cette expansion est plus difficile à obtenir sur les CSH humaines adultes. 

Cependant, ces voies étant souvent associées à une transformation maligne, ces résultats sont à 

interpréter avec prudence malgré les précautions prises concernant l’absence d’intégration au génome. 
Sur le même principe, une autre équipe a proposé une surexpression de Fbxw7α (Iriuchishima et al., 

2011). Cela induit une quiescence accrue des CSH murines via une diminution de cMYC, de NOTCH1 et 

de S6 phosphorylée, un effecteur de la voie mTor. Il est intéressant de noter que l’hypoxie agit selon 
des mécanismes similaires (suppression de cMYC via FBXW7α). La voie NFκB a également été étudiée 
dans le contexte de l’expansion des CSH (Talkhoncheh et al., 2018). L’inhibition d’IKKβ (inhibitor of 

nuclear factor kappa B kinase subunit beta), protéine centrale dans la signalisation de la voie canonique 

de NFκB permet d’augmenter le nombre et la fréquence de CSH phénotypiques à partir de CD34+ sans 

modifier la prolifération globale des cellules cultivées, avec un effet fonctionnel in vitro (CFU-C) et in 

vivo. Ce bénéfice est lié à une diminution de la signalisation inflammatoire mais est limité à de courtes 

durées en culture.  

Enfin, il convient de rester prudent quant aux possibilités de modification génétiques à visée 

d’expansion des CSH. En effet, l’activation du gène MDR1 (multidrug resistance protein 1) et/ou DHFR 

(dihydrofolate reductase) par transduction rétrovirale dans les CSH murines et humaine permet 

d’obtenir une expansion importante en 12 à 15 jours, mais provoque chez les souris greffées des 

syndromes myéloprolifératifs (Bunting et al., 1998, 1999, 2000). Ainsi, la sûreté de telles méthodes peut 

être questionnée en vue d’une application clinique.  
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f. Petites molécules 
 

Ces dernières années, plusieurs équipes se sont concentrée sur la recherche de petites 

molécules pharmacologiques qui pourraient permettre d’obtenir une expansion optimale des CSH pour 

revue (Zarrabi et al., 2018). Certaines d’entre elles ont déjà été mentionnées dans les paragraphes pour 
leur action sur certaines voies de régulation des CSH, comme le SB203580, inhibiteur de p38MAPK ou 

encore OAC1, inducteur d’OCT4. Cependant, d’autres molécules, souvent identifiées par screening et 
dont les mécanismes ne sont parfois pas entièrement élucidés, sont actuellement très étudiées.  

 

i. StemRegenin1 (SR1) 
 

En 2010, une équipe a identifié un dérivé de la purine, nommé StemRegenin 1 (SR1) comme un bon 

candidat pour l’expansion des CSH (Boitano et al., 2010). La culture est réalisée dans un milieu 

contenant un cocktail classique de cytokines (SCF, FLT3L, TPO et IL6) supplémenté avec cette molécule 

pendant 3 semaines. Les cellules cultivées avec le SR1 ont un potentiel clonogénique plus élevé, 

maintiennent un phénotype immature et présentent une fréquence de SRC plus élevée en souris NSG. 

Les auteurs ont exploré le mécanisme d’action du SR1 et démontré qu’il agissait comme un antagoniste 
du récepteur des hydrocarbures aromatiques AhR (aryl hydrocarbone receptor), qui joue un rôle de 

facteur de transcription. Cet effet est réversible à l’arrêt du traitement et ne semble pas fonctionner sur 

les CSH murines. Il est à préciser cependant que la suppression totale des AhR induit chez la souris un 

épuisement des CSH (Singh et al., 2014). Un essai clinique a par la suite était mis en place pour évaluer 

l’intérêt thérapeutique du SR1 (Wagner et al., 2014b, 2016). Comme précédemment, deux unités de 

CD34+ de sang de cordon, une fraîche et une cultivée 15 jours en présence de SR1, sont transplantées 

aux patients. Le temps de récupération des neutrophiles semble alors amélioré et toutes les greffes ont 

été un succès. Des combinaisons du SR1 avec d’autres méthodes présentées sont alors proposées : co-

culture sur un stroma exprimant DL1 pour stimuler la voie Notch (Dahlberg et al., 2014), permettant 

une amélioration significative dans la reconstitution myéloïde à court-terme sans altérer la prise de 

greffe à long-terme ; ou encore l’inhibition de p38MAPK et de mTOR (Li et al., 2020b). En revanche, une 

équipe étudiant des combinaisons de cytokines n’a pas observé d’amélioration significative de 

l’expansion des CSPH avec du SR1 comparé à son milieu « optimal » contenant SCF, FLT3L, TPO, IL3 et 

G-CSF (Zhang et al., 2019). Il se peut cependant que cela soit dû à la différence dans les cytokines 

choisies dans les deux cas. On peut également noter que le SR1, tout comme la PGE2, a aussi été utilisé 

pour l’expansion de CSH obtenues à partir d’iPS (Gori et al., 2012) et de cellules souches embryonnaires 

(Tao et al., 2017). 

 

ii. UM171 
 

La deuxième molécule en vogue est l’UM171, un dérivé de pyrimidoindole, identifié en 2014 par 

l’équipe de Guy Sauvageau (Fares et al., 2014). Par des transplantations en dilution limite, les auteurs 

démontrent une amélioration de la fréquence des SRC ainsi qu’une moins grande différenciation des 
cellules. Si le mode d’action de cette molécule est encore mal compris, il semblerait qu’il soit différent 
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de celui du SR1. En tout cas, les CSH maintenues en culture expriment spécifiquement le marqueur EPCR 

(Fares et al., 2017). Cependant, même si l’expression de cette protéine est nécessaire à la fonctionnalité 
des cellules, sa surexpression seule ne permet pas de mimer les effets de l’UM171. En complément de 

l’expansion, l’UM171 est ensuite testé dans un modèle de transduction lentivirale pour la thérapie 

génique (Ngom et al., 2018). Le protocole implique une pré-stimulation de 16 heures et une 

transduction de 6 heures suivie de 3 jours de culture. L’UM171, comparé à l’absence de traitement ou 
le SR1, permet une amélioration de la transduction et de la transplantabilité des cellules transduites. 

Cela est valable également sur d’autres types de virus, par exemple les γ-rétrovirus. Enfin, toujours dans 

un contexte de thérapie génique, un autre groupe a exploité la combinaison d’un traitement au PGE2 
pendant une transduction de 38 heures avec une expansion grâce à l’UM171 de cellules CD34+CD38- de 

sang périphérique mobilisé (Zonari et al., 2017). Ces cellules sont alors transplantées avec des 

progéniteurs hématopoïétiques non manipulés afin d’obtenir une récupération transitoire plus rapide. 
Cette molécule pourrait donc avoir de nombreuses applications cliniques. Des essais cliniques de phase 

I/II sont en cours et montrent des résultats préliminaires encourageants sur des patients atteints de 

leucémie aigüe, de myélodysplasie ou d’anémie idiopathique et nécessitant une greffe de CSH (Claveau 

et al., 2020; Cohen et al., 2017, 2020). 

 

iii. Autres molécules et combinaisons 
 

Une équipe a récemment proposé la combinaison des deux molecules précédentes, SR1 et UM171, 

avec un inhibiteur de p38MAPK (LY2228820) (Psatha et al., 2017). De façon intéressante, la 

reconstitution hématopoïétique en souris NSG est améliorée sans apparente expansion de cellules 

présentant un phénotype immature. Les auteurs attribuent cet effet à une diminution de l’expression 
de la voie RAP1/RAS/PI3K-AKT. 

Jiang et al. ont de leur côté combiné 3 petites molécules différentes identifiées pour leur capacité 

à maintenir l’expression du gène CD34 pendant la culture, dont OAC1, utilisé pour inhiber l’axe OCT4-

HOXB4 (Jiang et al., 2018). L’utilisation de cette combinaison avec les facteurs de croissance 
hématopoïétique SCF et TPO permet d’améliorer significativement la capacité à générer des colonies et 
la prise de greffe en souris NSG. Un autre antagoniste des AhR, le 3’,4’-dimethoxyflavone (3’4’-DMF), 

déjà utilisé dans des traitements anticancéreux, a également été testé sur des cellules CD34+ issues de 

sang de cordon (Kaur et al., 2013). Les résultats fonctionnels sont également très encourageants pour 

7 jours de culture. De façon intéressante, après une culture en hypoxie, l’effet de cette molécule est 
invisible. Le screening de molécules permettant l’expansion des CSH est un domaine assez porteur et il 
est probable que de nouvelles petites molécules soient proposées pour cette application dans les 

années à venir. 

 

g. Régulation épigénétique 

 
Il est aujourd’hui admis que la régulation épigénétique contribue largement au devenir des CSH. 

Ainsi, plusieurs équipes ont choisi cette approche pour tenter d’améliorer l’expansion des CSH (pour 
revue (Iancu-Rubin and Hoffman, 2015). 
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i. Acide valproïque (VPA) 
 

Une des molécules les plus étudiées est l’acide valproïque (VPA), un inhibiteur des HDAC 
habituellement utilisé dans le cadre de la leucémie. Il a été montré en 2005 que cette molécule avait 

également des effets sur l’hématopoïèse normale et en particulier la prolifération et l’auto-

renouvèlement des CSH (Bug et al., 2005). Ces effets peuvent être imputés à une sous-régulation de 

p21cip1, à une activation de la voie Wnt et à une surexpression d’HOXB4. Ainsi, son utilisation dans le 
cadre de l’expansion ex vivo a rapidement été proposée (De Felice et al., 2005). Cet agent a montré des 

effets très intéressants sur le maintien du phénotype immature (marqueur CD34) de CSH de sang de 

cordon, de moelle osseuse et de sang périphérique gardées en culture pendant plusieurs semaines dans 

des milieux contenant les cytokines classiques (FLT3L et TPO, plus ou moins SCF et IL3). De plus, le niveau 

d’acétylation des sites régulateurs de HOXB4 et de CD133 (marqueur des CSH) est spécifiquement 

augmenté. Par la suite, l’amélioration des capacités de reconstitution hématopoïétique a été 
démontrée, tout en confirmant les résultats obtenus pour HOXB4 (Seet et al., 2009). Ces observations 

ont été complétées par le fait que le VPA augmente également l’expression du CXCR4 via l’acétylation 
de l’histone H4. Cette méthode a finalement été évaluée par des tests fonctionnels in vitro et in vivo 

(Vulcano et al., 2012) : le VPA combiné à la TPO permet une amélioration de la clonogénicité en test 

CFU-C en série et une augmentation du chimérisme en souris NOD/SCID à long-terme. Cependant, 6 

semaines post-transplantation, la reconstitution hématopoïétique est moindre après expansion avec 

cette combinaison qu’avec seulement de la TPO : cet effet peut être attribué à l’inhibition de la 
différenciation, induisant un délai dans la récupération des cellules matures, ce qui pourrait être 

problématique pour une application clinique visant à une diminution du temps passé en neutropénie. Il 

a également été montré que le VPA potentialise l’effet de l’IL3 (Liu et al., 2014). Enfin, dans un milieu 

de culture contenant SCF, TPO, IL3 et FLT3L, le VPA montre encore une fois son effet bénéfique in vitro 

et in vivo, y compris en transplantation secondaire en souris NSG (Chaurasia et al., 2014). Un essai 

clinique de phase I/II est en cours depuis 2019. 

D’autres équipes ont caractérisé plus précisément les effets du VPA sur le phénotype des CSH. 
Ainsi, deux études ont montré que des progéniteurs n’exprimant pas les marqueurs des CSH (SCA1 pour 

les CSH murines et CD90 pour les CSH humaines) pouvaient acquérir à nouveau ces marqueurs et 

présentent des capacités fonctionnelles améliorées (Papa et al., 2018; Walasek et al., 2013). Cette 

« reprogrammation » cellulaire pourrait être à l’origine des effets du VPA. Par ailleurs, d’autres effets 
sur le métabolisme sont également observés. Par exemple, chez la souris, la voie de la glutathione est 

préférentiellement activée. Chez l’homme, le profil métabolique après expansion se rapproche de CSH 
de SCO fraîches avec une activité glycolytique augmentée et une diminution des ROS. Cette dernière 

étude a ensuite été complétée par le même groupe, afin de confirmer ces résultats sur des CSH adultes 

(Zimran et al., 2020). Là encore, le potentiel mitochondrial est diminué. 

Enfin, le VPA a également été combiné avec différentes autres molécules. L’addition de lithium 
permet en effet d’améliorer encore plus la fonctionnalité in vitro (CAFC, CFU-C) et in vivo 

(radioprotection, reconstitution à long-terme) des CSH  murines (Walasek et al., 2012). De plus, un profil 

transcriptomique caractéristique des CSH est mieux préservé, avec une expression plus importante d’un 
certain nombre de facteurs de transcription, par exemple GATA2 ou PPARG. Un autre groupe a testé 

une combinaison avec le 3’4’-DMF précédemment introduit, cette fois sur les CSH humaines, et n’a pas 
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observé d’effet synergique de l’addition des deux molécules par rapport à chacun des traitements seul 
(Kaur et al., 2013).  

 

ii. 5-aza-2’-deoxycitidine et trichostatine 
 

Une autre molécule inhibitrice des HDAC, la trichostatine (TSA), a également été testée notamment 

en combinaison avec le 5-aza-2’-deoxycitine (5-AZA), un agent hypométhylant. Le groupe de Ronald 

Hoffmann a extensivement travaillé sur cette méthode. L’expansion se décompose en deux phases, la 
première de 2 jours dans un milieu contenant SCF, FLT3L, IL3 et TPO, pendant laquelle le traitement au 

5-AZA est réalisé ; la deuxième de 7 jours dans un milieu favorisant la différenciation avec SCF, GM-CSF, 

IL3, IL6 et EPO, comprenant le traitement au TSA. La prolifération de CSH de SCO est alors diminuée 

mais la proportion de cellules CD90+ considérablement augmentée (Milhem et al., 2004). Le nombre de 

CAFC et de CFU-C est également comparable à des cellules fraîches. Concernant la fréquence de SRC en 

modèle  de souris NOD/SCID, elle est même supérieure à celle de cellules fraîches (Araki et al., 2006). 

Comme dit précédemment, le traitement de CD34+ de sang de cordon ombilical avec cette combinaison 

induit un ralentissement des divisions cellulaires. Cependant, après 5 à 10 divisions, les cellules cultivées 

avec uniquement des cytokines ne possèdent plus de potentiel de reconstitution hématopoïétique in 

vivo, contrairement à celles traitées avec 5-AZA + TSA (Araki et al., 2007). De plus, une sur-régulation de 

gènes impliqués dans l’auto-renouvèlement des CSH est observée. Ces études sont complétées par la 

suite avec une estimation de l’effet du traitement séquentiel au 5-AZA puis TSA sur des CSH de sang 

périphérique mobilisé (Saraf et al., 2015).  Les mêmes résultats sont obtenus, et il est également observé 

une élévation de la transcription d’un certain nombre de gènes impliqués dans l’auto-renouvèlement, 

comme HOXB4, GATA2 ou encore EZH2.  

Il est à noter que l’addition de 5-AZA en plus du VPA ne semble pas induire de bénéfice évident par 

rapport à du VPA seul (Liu et al., 2014). La combinaison 5-AZA + TSA a aussi été comparée au traitement 

au VPA sur des CSH humaines de SCO (Mahmud et al., 2014). Au niveau des capacités de reconstitution 

hématopoïétique en souris NOD/SCID, la combinaison 5-AZA et TSA est bien meilleure que le VPA, avec 

une fréquence de SRC d’environ 1/3 000 contre 1/20 000 (qui est elle à peu près similaire à des CSH 
fraîches). Sur les CSH murines, le traitement au TSA a aussi été comparé au VPA. Si à l’inverse du VPA, 
le TSA induit une diminution de la prolifération, la fréquence et le nombre absolu de CFU-C sont 

néanmoins augmentés, ainsi que la proportion de cellules au phénotype immature (Obier et al., 2010).  

Enfin, Tatetsu et al ont exploré les mécanismes d’action des inhibiteurs de HDAC et en particulier 

de la TSA (Tatetsu et al., 2019). Ils ont observé une augmentation de l’expression des gènes HOXB4, 

SALL4 (Spalt-like transcription factor 4), et GATA2. Des shARN pour ces gènes ont ainsi été générés afin 

d’évaluer leur rôle dans le maintien des CSH par la TSA. Ainsi, la sous-expression de SALL4 induit la 

diminution de l’expansion la plus importante, indiquant son rôle crucial dans l’expansion des CSH induite 
par le TSA. Une autre équipe a proposé de surexprimer SALL4 dans des CSH de sang périphérique 

mobilisé, ce qui a permis d’obtenir également une bonne expansion (Aguila et al., 2011). 
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iii. Autres molécules  
 

D’autres agents modificateurs de l’épigénétique ont été proposés. Le nicotinamide, une forme 

de vitamine B3, inhibe la différenciation des CSH en culture pendant 3 semaines dans un milieu 

contenant SCF, TPO, FLT3L et IL6, au profit de leur expansion (Peled et al., 2012).  Cela se traduit par 

une amélioration du nombre de CFU-C, de SRC à court-terme (6 semaines) et de la migration et du 

nichage des cellules. Par ailleurs, les auteurs identifient SIRT1 comme la cible du nicotinamide. Cette 

méthode a fait l’objet d’un essai clinique sous le nom de « NiCord », dans lequel une unité de sang de 

cordon traitée pendant 3 semaines est co-infusée avec une unité fraîche. Il ressort de la phase I de cet 

essai que le NiCord permet un raccourcissement de la neutropénie et une prise de greffe à long-terme 

(Horwitz et al., 2014) ainsi qu’une diminution des infections post-greffe (Anand et al., 2017). Cependant, 

sur des cellules murines, le nicotinamide semble au contraire induire la différenciation pendant la 

culture (Matsui et al., 2012). La perte de SIRT1 aurait ainsi des effets sur la production de ROS et les 

voies FOXO et p53. A l’inverse, un activateur de SIRT1, le resveratrol, permet de l’inhiber. Par ailleurs, 
le resveratrol possède également de nombreuses autres cibles ainsi que des propriétés antioxydantes 

qui pourraient contribuer à son effet sur les CSH. Son effet sur les propriétés fonctionnelles des CSH 

après expansion dans un milieu contenant des facteurs de croissance (SCF, TPO, FLT3L et IL6) a d’ailleurs 
été confirmé sur les CSH humaines (Heinz et al., 2015). 

Un inhibiteur de bromo-domaine et motif extra-terminal (BET), CPI203, a également été 

identifié par un screening comme permettant l’expansion des CSH humaines sans perte de viabilité (Hua 

et al., 2020). Les cellules obtenues possèdent un potentiel de reconstitution hématopoïétique en série. 

De plus, elles présentent une différenciation mégacaryocytaire accrue, qui pourrait se révéler 

particulièrement bénéfique dans un contexte clinique. Enfin, il a été montré qu’un faible taux de calcium 
permettait une expansion des CSH, via une sous-régulation de la calpaïne, un inhibiteur de la famille TET 

(ten-eleven translocation) (Luchsinger et al., 2019). Ainsi, la stabilisation des enzymes TET, via une 

culture en présence de peu de calcium ou d’un inhibiteur de la calpaïne, le PD150808, préserve les 
propriétés essentielles des CSH.  

 

Toutes ces méthodes d’expansion sont prometteuses, en témoigne le grand nombre d’essais 
cliniques engagés afin de tester la faisabilité dans un contexte réel de thérapie cellulaire et génique. 

Cependant, des études complémentaires sont souvent nécessaires afin de déterminer le mécanisme 

d’action exact ainsi que les potentiels risques de ce type de méthodes. Pour conclure sur l’expansion, 
une étude très récente a testé différentes combinaisons de 7 molécules impliquées dans différentes 

voies régulant les CSH : SB431542 pour TGFβ, Purmorphamine pour SHh, PD0325901 pour Wnt/β-

cathénine, Chir9901 pour ERK, bisperoxovanadium et pifitrhin-µ pour AKT et p53, et le nicotinamide 

pour la régulation épigénétique (Afzal et al., 2020). Cette étude comparative est faite en présence des 

facteurs de croissance SCF, TPO et FLT3L. Le meilleur cocktail défini grâce à ce travail est SB431542, 

Chir9901 et bisperoxovanadium. Ainsi, l’interaction entre les différentes molécules pourrait également 

avoir un impact important sur la qualité de l’expansion obtenue. De plus, il est important de mieux 

caractériser l’éventuel effet synergique de toutes les méthodes précédemment exposées. Il semble en 
effet qu’une étude comparative systématique soit nécessaire afin de déterminer les conditions 
optimales de culture et d’expansion des CSH.   
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Résultats 

 

Projet 1 : Impact des faibles doses de radiations ionisantes sur 
les cellules souches hématopoïétiques humaines 
 

 

1. Contexte scientifique 
 

Comme indiqué en introduction, l’impact des fortes doses de radiations sur le système 

hématopoïétique, et en particulier sur les cellules souches hématopoïétiques, est assez bien caractérisé. 

Il a longtemps été admis que des faibles doses de radiations (moins de 1 Gy) avaient un effet négligeable, 

compte-tenu de la nature soit linéaire, soit « à seuil » présupposée dans les modélisations de l’effet des 

radiations ionisantes. 

Cependant, plus récemment, des études ont mis en évidence que des enfants exposés à de 

nombreux examens d’imagerie médicale de type CT-scan étaient davantage sujets au développement 

de tumeurs cérébrales ou de cancers hématologiques (Pearce et al., 2012). La dose moyenne reçue lors 

de ces examens est de quelques dizaines de mGy, bien en dessous donc des seuils de sécurité 

préconisés. Ainsi, il a été envisagé que de faibles doses de radiations ionisantes pouvaient avoir un 

impact non-négligeable sur certains tissus. Un réseau européen, RISK-IR, a donc été mis en place afin 

de caractériser leur effet. 

Une équipe collaboratrice a travaillé sur l’effet de l’irradiation au 60Co (irradiation γ) sur les CSH 

murines et mis en évidence un effet immédiat sur la clonogénicité après une irradiation ex vivo à 20 

mGy, démontrant une hyper-radiosensibilité à faible dose (Rodrigues-Moreira et al., 2017). Cependant, 

quasiment aucun mécanisme habituel de réponse à l’irradiation n’est observé : pas de foyers γH2AX, 
pas d’activation d’ATM ni de p53. Seule une augmentation des ROS, transitoire et réversible par un 
traitement au NAC, est observable. Celle-ci induit la translocation nucléaire de NRF2 et une activation 

de l’autophagie ainsi qu’une diminution de l’activité mitochondriale. De façon intéressante, une 
deuxième vague de ROS est visible après plusieurs jours en culture et plusieurs mois post-

transplantation in vivo. Enfin, l’irradiation à 20 mGy in vivo n’induit pas d’effet, sauf dans le cas d’une 
condition inflammatoire induite par l’interféron γ ou d’une mobilisation des CSH par le G-CSF. Ainsi, les 

faibles doses d’irradiation semblent donc avoir un effet quantifiable sur les CSH murines via un stress 
oxydant, provoquant des effets fonctionnels importants. 
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2. Objectifs 
 

Les objectifs de ce travail sont d’une part de déterminer si de faibles doses de radiations 
ionisantes γ ont un effet sur les CSH humaines (similaire ou différent des CSH murines) ; et d’autre part, 

si tel est le cas, de caractériser les mécanismes à l’origine de ces effets. Le 60Co a été longtemps utilisé 

en radiothérapie : ainsi, les zones en périphérie du traitement pourraient avoir été soumises à de faibles 

doses d’irradiation. De plus, d’autres molécules radioactives, comme l’iode injecté lors d’examens 
médicaux, produisent également des rayonnements γ. Cette étude pourrait donc permettre de préciser 

les potentiels effets de ce type d’interventions sur les CSH environnantes, et de proposer des solutions 
thérapeutiques pour les éviter. 

 

3. Résultats : article publié (Henry E et al Haematologica 2020) 
 

Ce travail a été réalisé lors de ma thèse, ainsi que par une post-doctorante, Inès Souissi-Sahraoui, 

avant mon arrivée. Il a donné lieu à une publication dans Haematologica que nous signons en co-

premières auteures. L’article a été accepté en novembre 2019 et publié dans le numéro d’août 2020. 
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H
ematopoietic stem cells are responsible for life-long blood cell
production and are highly sensitive to exogenous stresses. The
effects of low doses of ionizing radiations on radiosensitive tis-

sues such as the hematopoietic tissue are still unknown despite their
increasing use in medical imaging. Here, we study the consequences of
low doses of ionizing radiations on differentiation and self-renewal
capacities of human primary hematopoietic stem/progenitor cells
(HSPC). We found that a single 20 mGy dose impairs the hematopoietic
reconstitution potential of human HSPC but not their differentiation
properties. In contrast to high irradiation doses, low doses of irradiation
do not induce DNA double strand breaks in HSPC but, similar to high
doses, induce a rapid and transient increase of reactive oxygen species
(ROS) that promotes activation of the p38MAPK pathway. HSPC treat-
ment with ROS scavengers or p38MAPK inhibitor prior exposure to 20
mGy irradiation abolishes the 20 mGy-induced defects indicating that
ROS and p38MAPK pathways are transducers of low doses of radiation
effects. Taken together, these results show that a 20 mGy dose of ioniz-
ing radiation reduces the reconstitution potential of HSPC suggesting an
effect on the self-renewal potential of human hematopoietic stem cells
and pinpointing ROS or the p38MAPK as therapeutic targets. Inhibition
of ROS or the p38MAPK pathway protects human primary HSPC from
low-dose irradiation toxicity.

Human hematopoietic stem/progenitor cells
display reactive oxygen species-dependent
long-term hematopoietic defects after 
exposure to low doses of ionizing radiations
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ABSTRACT

Introduction

Hematopoietic stem cells (HSC) give rise to all blood cell types over the entire life
of an organism.  In adult mammals, they are located in very specific microenviron-
ments of the bone marrow (BM), allowing maintenance of HSC functions.1 In
humans, HSC are enriched in the CD34+ CD38low CD90+ CD45RA– cell population
that also contains immature progenitors, hereafter called HSPC.2,3 Hematopoietic
stem/progenitor cells (HSPC) are multipotent and mainly slow cycling cells. They
possess a self-renewal potential that allows them to sustain the continuous genera-
tion of blood cells. Quiescence and self-renewal are regulated by several extrinsic fac-
tors, such as cytokines, extracellular matrix proteins and adhesion molecules,4,5 as
well as intrinsic factors, such as transcription factors (TAL1,6-8 GATA-2, etc.9), proteins
implicated in DNA damage repair pathways,10-12 and cell cycle regulators.13-15

Mutations in genes involved in DNA repair induce BM failure with exhaustion of the



HSC pool, demonstrating that preserving genome integrity
is crucial for HSC long-term maintenance (reviewed by
Biechonski and Milyavsky).16 For instance, ku80, lig4 and
atm-deficient mice exhibit defects in HSC maintenance and
self-renewal.10-12  Atm-deficient HSC harbor increased levels
of reactive oxygen species (ROS) responsible for their loss
of hematopoietic reconstitution capacity10 that can be res-
cued by treatment with the antioxidant N-acetylcystein
(NAC). Indeed, increased ROS in HSC induce their differ-
entiation and their exhaustion17,18 and quiescent HSC with
the lowest level of ROS have the highest hematopoietic
reconstitution potential compared to 'activated' HSC har-
boring higher ROS levels.17 Interestingly, in mouse and
human, ROS and DNA damage accumulate in HSC upon
serial transplantation resulting in decreased self-renewal
capacities. NAC-treated HSC are protected against the
accumulation of oxidative DNA damage.18,19  

Ionizing radiations (IR) represent the main source of
DNA damage and ROS. Importantly, the human popula-
tion is increasingly exposed to low doses of IR (LDIR,
<100 mGy) due to the recurrent use of medical imaging.20

Studies have shown that combinations of several comput-
ed tomography (CT) scans (thoracic or cranial) can
increase the risk of developing cancer.21 Indeed, having
more than five CT scans (corresponding to a cumulative
dose of 30 mGy) can lead to a 3-fold increase in the risk of
developing pediatric leukemia. Moreover, a recent study
showed that 20 mGy LDIR affects the fundamental prop-
erties of HSC in mouse.22 In this context, it is crucial to
study the consequences of LDIR exposure in human cells,
in particular in human HSC. Here we show through com-
bining in vitro and in vivo studies that a single acute 20 mGy
LDIR decreases human HSPC serial clonogenic and recon-
stitution potentials, and that these effects are mediated
through a ROS/p38MAPK-dependent signaling pathway.

Methods

Primary cells
Cord blood (CB) samples were collected from healthy infants

with the informed written consent of the mothers according to the
Declaration of Helsinki. Samples were obtained in collaboration
with the Clinique des Noriets, Vitry-sur-Seine, and with the Cell
Therapy Department of Hôpital Saint-Louis, Paris, France.
Samplings and experiments were approved by the Institutional
Review Board of INSERM (Opinion n. 13-105-1, IRB00003888).
CD34+ cells were purified by immuno-magnetic selection using a
CD34 MicroBeads kit (Miltenyi Biotec, Paris, France). For each
experiment, we used a pool of CD34+ cells from different healthy
infants to diminish individual variability.

Low dose of ionizing radiations
20 mGy LDIR was delivered with a dose rate of 20

mGy/minute (min) using a Cobalt 60 Irradiator (Alcyon). 2.5 Gy
was delivered with a dose rate of 1 Gy/min.

Flow cytometry and cell sorting
CD34+CD38low cells and CD34+CD38lowCD45RA–CD90+ HSPC

were isolated after labeling with human specific monoclonal anti-
bodies (MoAbs, see Online Supplementary Table S1 for details). Cell
sorting was performed using either a Becton Dickinson (BD)-
FACS-ARIA3 SORP or a BD-FACS-Influx (laser 488, 405, 355, 561
and 633, BD Bioscience). Flow cytometry experiments are
described in the Online Supplementary Methods. 

Transplantation assays
NOD.Cg-Prkdc(scid) Il2rg(tm1Wjl)/SzJ (NSG) mice (Jackson

Laboratory, Bar Harbor, ME, USA) were housed in the pathogen-
free animal facility of IRCM, CEA, Fontenay-aux-Roses, France.
Adult 8-12-week old NSG mice received a 3 Gy sublethal irradia-
tion using a GSRD1 γ-irradiator (source Cesium137, GSM) and
were anesthetized with isoflurane before intravenous retro-orbital
injection (i.v.) of human cells as described in the Online
Supplementary Methods. All experimental procedures were carried
out in compliance with French Ministry of Agriculture regulations
(animal facility registration n.: A9203202, Supervisor: Michel
Bedoucha, APAFIS #9458-2017033110277117v2) for animal exper-
imentation and in accordance with a local ethical committee (#44). 

Immunofluorescence
Immunofluorescence was performed on cell-sorted HSPC irra-

diated and incubated 30 min, 1 hour (h), or 3 h at 37°C in
MyeloCult medium, as previously described.22-24 Details of the
methods used are available in the Online Supplementary Methods. 

Drug treatments
CD34+ cells or CD34+ CD38lowCD45RA–CD90+ HSPC were

treated with several drugs as described in the Online Supplementary
Methods. 

Colony forming unit-cell assay 
Colony forming unit-cell assay (CFU-C) and serial platings were

performed as previously described;6  see Online Supplementary
Methods for  details. Depending on CB pool samples, 60-80
colonies were generated from 500 HSPC non-irradiated or irradi-
ated at 20 mGy. 

Primary and extended long-term culture initiating cell
assays

Long-term culture initiating cell assay was performed as previ-
ously described6 and is described in detail in the Online
Supplementary Methods. 

Intracellular flow cytometry
Ki67, cleaved caspase 3, phospho-p38MAPK (P-p38, phospho-

rylation on Thr180/Tyr182), phospho-ATM, p53 and phospho-
p53 staining were performed as previously described4 (Ki67) and
according to the manufacturer's instructions, respectively. More
details can be found in the Online Supplementary Methods. 

Carboxyfluorescein diacetate succinimidyl ester 
staining

3x105 CD34+ cells were labeled with carboxyfluorescein diac-
etate succinimidyl ester (CFSE) (2.5 µM, Sigma, France) and cul-
tured in StemSpan medium supplemented with cytokines (Stem
Cell Technologies), as described in the Online Supplementary
Methods.  

Reactive oxygen species quantification and 
mitochondria activity assay

Reactive oxygen species quantification was performed with
fresh CD34+ cells using CellRox Orange reagent following the
manufacturer's instructions (ref. C10443, Molecular Probes,
ThermoFisher Scientific).  Mitochondrial activity assay was per-
formed using mitotracker green (MTG) and TMRE products,
according to the manufacturer's instructions (Molecular Probes,
ThermoFisher Scientific).

Statistical analysis
Mann and Whitney (M&W) and Kruskal and Wallis (K&W)
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non-parametric statistical analyses were used. *P<0.05, **P<0.01,
***P<0.001, ****P<0.0001.

Results

A 20 mGy dose of irradiation decreases serial 
replating capacity of human hematopoietic 
stem/progenitor cells 

To understand the impact of HSPC exposure to LDIR,
we first performed serial long-term culture initiating cell
(LTC-IC)  and CFU tests as surrogate assays to study
human HSPC properties, i.e. self-renewal and differentia-
tion capacities.25-27 Human CD34+CD38lowCD45RA–CD90+

HSPC were purified, irradiated and cultured with the MS5
stromal cell line in LTC medium for five weeks or plated
directly in semi-solid methylcellulose cultures. In LTC-IC
limiting dilution analyses, every single well was harvested
independently at the end of the culture and plated in CFU-
C assay. The LTC-IC frequency obtained after a 20 mGy
irradiation of HSPC was similar to the LTC-IC frequency
of sham-irradiated HSPC (1/15) suggesting that LDIR do
not affect LTC-IC frequency. In contrast, a high (2.5 Gy)
irradiation dose induced a drastic drop in LTC-IC frequen-
cy (1/272) (Figure 1A). In addition, 2.5 Gy-irradiated HSPC
directly seeded in CFU-C conditions after IR produced

very few colonies compared to control cells whereas 20
mGy-irradiated HSPC generated a similar number of CFU-
C to sham-irradiated HSPC (Figure 1B and Online
Supplementary Figure S1A). No difference in the quality of
CFU-C was observed between sham and 20 mGy condi-
tions (Online Supplementary Figure S1B). These primary
LTC-IC and primary CFU-C assays show that 20 mGy
LDIR do not alter HSPC frequency and clonogenicity 
in vitro and do not induce any myelo/erythroid differentia-
tion bias in primary cultures (Online Supplementary Figure
S1B). To characterize whether LDIR have deleterious
effects on human HSPC self-renewal potential in vitro, seri-
al replatings were performed for both CFU-C and LTC-IC
assays.25-27 We observed that 20 mGy and 2.5 Gy-irradiat-
ed CD34+CD38lowCD45RA–CD90+ HSPC produced lower
numbers of secondary colonies in contrast to sham-irradi-
ated HSPC, showing that 20 mGy alters their serial clono-
genic potential (Figure 1C and Online Supplementary Figure
S1C). This result was also obtained after picking up and
replating individual primary CFU-GM colonies (Online
Supplementary Figure S1D). In the case of LTC-IC, second-
ary/extended cultures were initiated using cells expressing
high CD34 surface expression (CD34hi), purified after the
initial five weeks of LTC-IC culture (Online Supplementary
Figure S1E) and seeded for five additional weeks in LTC-
IC conditions at limiting dilution. Of note, we were not
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Figure 1. Low doses (LD) of ionizing radiations (IR) exposure of human hematopoietic stem progenitor cells (HSPC) leads to deficient serial colony forming unit-
cell assay (CFU-C) and primary and extended long-term culture initiating cell (LTC-IC) potentials. CD34+ CD38low CD45RA– CD90+ HSPC were sorted from pools of
independent cord blood (CB) samples by cell sorting and exposed to the indicated IR doses prior to in vitro cultures. (A) LTC-IC assay in limiting dilution (pool of 2
experiments, 120 wells/IR dose). Irradiated CD34+ CD38low CD45RA– CD90+ HSPC were seeded on MS5 stromal cells in limiting dilution for five weeks then plated in
methylcellulose for 12 days. LTC-IC frequency was calculated using LCALC software. (B) Primary CFU-C assay (cumulative results from 4 independent experiments
with HSPC isolated from 4 independent pools of CB samples). HSPC (500 cells/plate) were plated in CFU-C condition for 12-14 days and the number (nb) of CFU-C
was quantified. Results are normalized to the non-irradiated conditions. (C) Primary CFU-C were pooled and replated in methylcellulose for 12-14 days. Shown are
the nb of secondary CFU-C. Results are normalized to the sham-irradiated  conditions (cumulative results from 3 independent experiments). Results are shown as
mean±standard error of mean. **P<0.01, ***P<0.001, ****P<0.0001 (Mann-Whitney statistics). 
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able to perform such extended LTC-IC with the 2.5 Gy
condition due to very low cell quantities in the cultures.
Interestingly, there was a 2-fold decrease in the extended
LTC-IC frequency of 20 mGy-irradiated HSPC compared
to sham-irradiated HSPC (1/275 vs. 1/128) (Online
Supplementary Figure S1F) showing a defect in long-term
HSPC maintenance. This decrease in secondary LTC-IC
frequency induced by 20 mGy LDIR was also found in
bulk culture conditions with 20 mGy-irradiated HSPC
generating fewer CFU-C than sham-irradiated cells after
secondary LTC-IC cultures (Online Supplementary Figure
S1G). Taken together, these results suggest that a single
exposure to 20 mGy LDIR impairs the in vitro self-renewal
potential of human CD34+CD38lowCD45RA–CD90+ HSPC. 

A 20 mGy dose of irradiation decreases human
hematopoietic stem/progenitor cell  hematopoietic
reconstitution potential 

We then studied the effect of 20 mGy LDIR on in vivo
HSC functions. To do so, NSG mice were first engrafted
with human CD34+ cells. Sixteen weeks later, once human
hematopoiesis was stabilized, engrafted mice were
exposed to 0, 20 mGy and 2.5 Gy IR doses and sacrificed
immediately after irradiation. Bone marrow (BM) cells
were harvested and phenotype analysis was performed.
The levels of human CD45+ cells and the percentage of
LinnegCD34+ cells recovered from NSG BM were similar in
the irradiated and non-irradiated groups (Online
Supplementary Figure S2A and B). Furthermore, no increase
of apoptosis of human cells engrafted in NSG mouse BM

was observed in mice irradiated at 20 mGy compared to
non-irradiated mice (Online Supplementary Figure S2C). To
study the consequences of irradiation on human HSC
functions (i.e. reconstitution and differentiation potential),
BM cells containing 5.104 human CD45+CD34+CD19–cells
were transplanted in secondary NSG mice. Human
hematopoietic development in the secondary recipient
mice was analyzed 13-16 weeks later. Human engraft-
ment levels in mice receiving 20 mGy and 2.5 Gy-irradiat-
ed BM cells were decreased compared to sham-irradiated
BM cells (Figure 2A and Online Supplementary Figure S2D)
showing that 20 mGy-irradiated BM cells are less efficient
than non-irradiated BM cells to reconstitute human
hematopoiesis in secondary recipient mice. However, in
the 20 mGy condition, some human cells were still detect-
ed in the BM of secondary recipient mice. Among them,
human B CD19+ lymphocytes and CD14+/CD15+ myeloid
cells were produced at the same proportion than in non-
irradiated conditions, indicating that the few HSC that
survived LDIR had maintained their differentiation capac-
ities (Figure 2B). To exclude a non-cell autonomous effect
of LDIR on HSPC mediated by irradiated hematopoietic
or non-hematopoietic BM cells during the transplantation,
we purified human CD34+CD38low cells from the BM of
control and 20 mGy-irradiated mice before transplanta-
tion in secondary NSG mice. As in the previous experi-
ment, human cell engraftment in secondary recipients
showed a reduced hematopoietic reconstitution capacity
when 20 mGy-irradiated CD34+CD38low cells were used
(Figure 2C) and again no difference in the differentiation
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Figure 2. Hematopoietic reconstitution capacities of human hematopoietic stem cells (HSC) after in vivo exposure to low doses (LD) of ionizing radiations (IR). NSG
mice were transplanted with 5.104 CD34+ CB cells and 13 to 16 weeks post graft mice were irradiated or not with the indicated doses then immediately sacrificed.
Bone marrow (BM) cells were recovered and characterized by flow cytometry (Online Supplementary Figure S2A and B). An equivalent of 5.104 CD34+ CD19– BM cells
were injected in secondary recipient mice. (A) Dot plots of representative engraftment levels (left: human hCD45+ cells) in secondary recipient mice and human
engraftment levels obtained in the BM of 9 secondary NSG mice (right: 2 independent experiments are pooled). Results of a third experiment is shown in Online
Supplementary Figure S2D since engraftment levels of control mice were lower. (B) Proportion of engrafted human B cells and myeloid cells based respectively on
CD19 and CD14/CD15 expression gated in human CD45+ cells, in secondary recipient mice. (C) Human hematopoietic reconstitution of CD34+ CD38low Linneg BM cells
purified by cell sorting from primary mice and transplanted in secondary recipient mice. Shown are human cell reconstitution in the BM of secondary recipient mice
13 weeks later. (D) Proportion of engrafted human B cells and myeloid cells gated within human CD45+ cell compartment in secondary mice after human CD34+

CD38low Linneg BM cell transplants. Results are shown as mean±standard error of mean. *P<0.05; **P<0.01, ***P<0.001 (Mann-Whitney statistics).
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of the engrafted HSC was shown (Figure 2D) showing a
cell-autonomous effect of LDIR in HSPC. Taken together
these results indicate that 20 mGy LDIR affects the
hematopoietic reconstitution capacity of human HSPC.

Low doses of ionizing radiations do not induce 
apoptosis nor alter cell cycle of hematopoietic
stem/progenitor cells 

To characterize the mechanisms activated by 20 mGy
LDIR in human primary HSPC, we first investigated if
LDIR trigger apoptosis. Analysis of caspase 3 cleavage
showed that 2.5 Gy irradiation increases
CD34+CD38lowCD45RA–CD90+ HSPC apoptosis (Figure
3A, red histograms), whereas 20 mGy LDIR had no signif-
icant effect on the percentage of cleaved caspase 3-express-
ing HSPC compared to sham-irradiated HSPC (Figure 3A,
green histograms). As increased HSPC cell cycle can lead to
self-renewal defects and HSC exhaustion,28 we also deter-
mined if 20 mGy LDIR could alter HSPC proliferation. 20
mGy and sham-irradiated CD34+CD38lowCD45RA–CD90+

HSPC generated the same number of CD34+ and
CD34+CD90+ cells in vitro (Figure 3B, left and right panel,
respectively) whereas 2.5 Gy-irradiated HSPC did not pro-
liferate efficiently. Moreover, the proportion of
CD34+CD90+ cells evolved similarly during culture period
after no irradiation or 20 mGy LDIR, strengthening the lack
of effect of a 20 mGy irradiation on HSPC differentiation
(Figure 3C). We studied the cell division rate of irradiated
HSPC after staining with CFSE and during culture in serum
free medium with cytokines. The number of cell divisions
was the same for sham- or 20 mGy-irradiated HSPC
(Figure 3D). After 6 and 8 days of culture, no difference in
CFSEhi cell (the most immature cells)28 proportion was
observed between 20 mGy and control HSPC (Figure 3E)
and 90% of these CFSEhi cells expressed the immature
markers CD34 and CD9029 regardless of the culture time
and irradiation conditions considered (Figure 3F).  These
results show that 20 mGy LDRI does not impair either pro-
liferation or differentiation of the most immature HSPC in
cytokine-stimulating conditions.

E. Henry et al.
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Figure 3. Low doses (LD) of ionizing radiations (IR) do not induce apoptosis and do not modify the cell cycle in human hematopoietic stem progenitor cells (HSPC).
(A) CD34+ cells were irradiated and cultured for 6 hours (h) at 37°C, then stained for cell surface markers and fixed. Cleaved-caspase 3 protein expression was ana-
lyzed by FACS. Percentage of cleaved-caspase 3+ cells on CD34+ CD38low CD45RA– CD90+ HSPC and on total CD34+ (left panel) and overlay histograms of cleaved-
caspase 3 expression on HSPC (right panel) are represented in function of IR doses. One representative experiment out of two is shown. (B) Sorted CD34+ CD38low

CD45RA–CD90+ HSPC were irradiated or not and co-cultured with MS5 stroma cell line for several days. At several time points, cells were numerated and stained for
cell surface markers. The numbers of CD34+ cells (left) and LinnegCD34+CD90+ cells (right) were monitored over time. One representative experiment out of two is
shown. (C-F) Sorted CD34+ CD38low CD45RA– CD90+ HSPC were first stained with carboxyfluorescein hydroxysuccinimidyl ester (CFSE), irradiated and cultured for sev-
eral days. One representative experiment out of two is shown. (C) Differentiation of CD34+ CD38low CD45RA– CD90+ HSPC in culture was followed by using expression
levels of CD90 and CD34 surface markers. Dot plots (left panel) represent CD90 and CD34 expression after 2 and 8 days of culture for control and 20 mGy-irradiated
HSPC. Histogram bars (right panel) represent the percentage of LinnegCD34+CD90+ cells at different days of culture after IR. (D) Levels of carboxyfluorescein succin-
imidyl ester (CFSE) fluorescence in the LinnegCD34+CD90+ subset at different days of culture in control and 20 mGy conditions. No differences in cell division can be
detected between both conditions. (E) Histogram representing CFSE staining in the HSPC-derived bulk cells at days 6 and 8 of culture in control and 20 mGy condi-
tions (left panels). Histogram bars show CFSE labeling loss over culture time in the bulk population (right panel). (F) Percentage of LinnegCD34+CD90+ cells in CFSEhi

cells in control and in 20 mGy conditions. Results are shown as mean±standard error of mean.  **P<0.01, ***P<0.001 (Mann and Whitney statistics). Abs Nb:
absolute numbers.
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Figure 4. Low doses (LD) of ionizing
radiations (IR) do not induce DNA dou-
ble strand breaks nor activate ATM-
dependent/p53-dependent DNA repair
pathway in human hematopoietic stem
progenitor cells (HSPC). CD34+ CD38low

CD45RA– CD90+ HSPC were purified by
cell sorting and exposed to different
doses of IR as indicated. (A) γΗ2AX and
53BP1 foci were examined by confocal
microscopy 30 minutes (min) post IR (at
least 100 cells by condition were ana-
lyzed. (B) Number (Nb) of 53BP1 (left
panel) and γH2AX (right panel) foci by
positive HSPC. (C and D) CD34+ cells
were irradiated, cultured 10 min (C) or 3
hours (h) (D) at 37°C, stained for cell
surface markers then fixed. (C) Analysis
of ATM-phosphorylation on Ser1981 by
FACS in CD34+ CD38low CD45RA– CD90+

HSPC (one representative experiment
out of 4). (D) Analysis of p53-phosphory-
lation on Ser15 (left) and p53 protein
expression (right) in CD34+ CD38low

CD45RA– CD90+ HSPC by FACS 3 h post
IR (one representative experiment out of
5). Results are shown as mean±stan-
dard error of mean.  *P<0.05,
****P<0.0001 (Mann and Whitney sta-
tistics).
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Figure 5. Low doses (LD) of ionizing radiations (IR) induce transitory reactive oxygen species (ROS) increase, 8-Oxo-dG DNA lesions and p38MAPK activation with
altered mitochondrial activity in hematopoietic stem progenitor cells (HSPC). (A) ROS levels were quantified in CD34+ CD38low CD45RA– CD90+ HSPC using CellRox
Orange probe immediately after IR. (Left) Pool of CellRox Orange mean of fluorecence relative to 0 Gy condition, right overlay histograms showing CellRox Orange flu-
orescence. One representative experiment out of four is shown (see also Online Supplementary Figure S4). Results are shown as mean±standard error of mean.  
(B and C) CD34+ CD38low CD45RA– CD90+ HSPC were purified by cell sorting and exposed to different doses of IR or H2O2 as indicated. Shown are 8-oxo-dG lesions
quantified by confocal microscopy 30 minutes post IR (at least 50 cells were screened by condition in 3 independent experiments. Blue: Dapi, Red: 8-oxo-dG).
Histograms represent the intensity of fluorescence of 8-oxo-dG staining within HSPC nucleus. To avoid heterogeneity, mean fluorescence intensity (MFI) has been
normalized to the sham-irradiated condition. (D) CD34+ CD38low CD45RA– CD90+ HSPC were purified by cell sorting and exposed to different doses of IR as indicated.
Shown are NRF2 staining quantified by confocal microscopy 2 hours (h) post IR (at least 50 cells were screened by condition in 2 independent experiments. Blue:
Dapi, Red: NFR2). Histograms represent the intensity of fluorescence of NRF2 staining within HSPC nucleus. To avoid heterogeneity, MFI has been normalized to the
sham-irradiated condition. (E) Mitochondrial activity was monitored over time by using TMRE (membrane potential, left panel) and MTG (mitochondrial mass) probes
in HSPC. Shown is the frequency of TMRE+ cells over time in culture for one representative experiment out of three independent experiments and the mitochondria
activation (% of MTG+ TMRE+, right panel) over time in culture (pool of the 3 independent experiments). (F) CD34+ cells were irradiated and cultured 2 h at 37°C fol-
lowed by cell surface marker staining and then fixed. Phosphorylation of p38MAPK on Thr180/Tyr182 was analyzed by flow cytometry. Overlay histograms of
p38MAPK phosphorylation on CD34+ CD38low CD45RA– CD90+ HSPC (left panel) are represented for the three irradiation conditions. Overlay histograms are from one
representative experiment out of three. Histogram bars (right panel) show the MFI of phospho-p38MAPK in CD34+ CD38low CD45RA– CD90+ HSPC (n=3 independent
experiments). (G) CD34+ cells were treated with NAC, SB203580 (SB) or untreated for 1 h at 37°C then irradiated and cultured 2 h at 37°C. Staining for cell surface
markers was performed and then cells were fixed. Phosphorylation of p38MAPK on Thr180/Tyr182 was analyzed by flow cytometry. Histogram bars show mean of
fluorescence of phospho-p38MAPK in CD34+ CD38low CD45RA– CD90+ HSPC (n=3 independent experiments).  Results are shown as mean±standard error of mean.
*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001, ****P<0.0001 (Mann-Whitney statistics).
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Low doses of ionizing radiations do not induce DNA
double strand breaks nor activate ATM or p53 
signaling pathway

Since irradiation usually induces DNA double strand
breaks (DSB), we quantified the number of H2AX and
53BP1 foci 30 min post irradiation (Figure 4A). In contrast to
a 2.5 Gy irradiation, a 20 mGy irradiation did not increase
the number of H2AX and 53BP1 foci compared to sham-
irradiated CD34+CD38lowCD45RA–CD90+ HSPC indicating
that 20 mGy LDIR does not induce DNA DSB (Figure 4B).
We then studied the DNA damage response (DDR) path-

way after exposure to LDIR by quantification of ATM and
p53 phosphorylation 10 min and 3 h after irradiation. As
expected, 2.5 Gy-irradiated HSPC exhibited an increased
ATM and p53 phosphorylation compared to control HSPC
(Figure 4C and D). In contrast, no increase in ATM or p53
phosphorylation was detected after exposure to 20 mGy
(Figure 4C and D). Importantly, the expression of p53 pro-
tein was not modified by IR (Online Supplementary Figure S3).
Altogether these results indicate that 20 mGy LDIR does not
induce DNA DSB nor activate p53 and ATM-dependent
DNA damage repair pathway in human HSPC.

Exposure to 20 mGy radiation decreases HSC functions
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Figure 6. Low doses (LD) of ionizing radiations (IR) induce a transitory increase of ROS in CD34+ CD38low CD45RA–CD90+ hematopoietic stem progenitor cells
(HSPC) that alters their serial clonogenic potential. (A) Colony forming unit-cell (CFU-C) assay. Cumulative results from 3 independent experiments with CD34+ CD38low

CD45RA–CD90+ HSPC from 3 independent pools of cord blood (CB) samples. Sorted CD34+ CD38low CD45RA– CD90+ HSPC were pre-treated or not with N-acetylcys-
teine (NAC) prior to IR and plated (500 cells/plate) in CFU-C conditions for 12-14 days.  Shown are the number (nb) of CFU-C (primary CFU-C). Results are normalized
to the sham-irradiated conditions. (B) Primary CFU-C were pooled and replated in CFU-C conditions for  12-14 days. Shown are the nb of secondary CFU-C, normalized
to the sham-irradiated conditions (cumulative results from 3 independent experiments). (C) Sorted CD34+ CD38low CD45RA– CD90+ HSPC were pre-treated or not with
SB203580 prior to IR and plated (500 cells/plate) in CFU-C conditions for 12-14 days. Shown are the nb of CFU-C (primary CFU-C). Results are normalized to the
sham-irradiated conditions. (D) Primary CFU-C were pooled and replated in CFU-C conditions for 12-14 days. Shown are the nb of secondary CFU-C, normalized to
the sham-irradiated conditions (cumulative results from 2 experiments with CD34+ CD38low CD45RA– CD90+ HSPC from two independent pools of CB samples. (E)
Model explaining how LDIR can impair HSC self-renewal through ROS-p38MAPK dependent pathway. Results are shown as mean+standard error of mean. **P<0.01,
***P<0.001, ****P<0.0001 (Mann- Whitney statistics).
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Low doses of ionizing radiations increase reactive
oxygen species levels, 8-oxo-dG lesions, induce NRF2
translocation into the nucleus, activate p38MAPK
pathway and delay mitochondrial activation

Since irradiation is known to promote ROS produc-
tion,10,18,30 we next quantified ROS levels after LDIR expo-
sure. ROS levels in CD34+CD38lowCD45RA– CD90+ HSPC
after exposure to LDIR were measured immediately or 3
h after irradiation of CD34+ cells. Menadione and NAC
treatments were used to respectively induce and inhibit
ROS production. Increased ROS levels in HSPC were
observed immediately after exposure to 20 mGy LDIR
and to a lesser extent after exposure to 2.5 Gy, as com-
pared to no irradiation (Figure 5A and Online
Supplementary Figure S4A and B). These ROS increased
levels were transient as no further difference in ROS lev-
els could be detected 3 h after irradiation (Online
Supplementary Figure S4C). NAC pretreatment of HSPC
significantly decreased this early burst of ROS after 20
mGy and 2.5 Gy exposure. As increased ROS levels can
lead to 8-oxo-dG lesions, as well as NRF2 translocation
into the nucleus, we looked for 8-oxo-dG lesions in DNA
of irradiated versus sham-irradiated HSPC30,31 and NRF2
location into HSPC.22,24 As expected sham-irradiated and
H2O2-treated (control) cells exhibited respectively no and
highly detectable anti-8-oxo-dG nuclear labeling. After
exposure to 20 mGy, 8-oxo-dG staining was detected in
the HSPC nucleus showing that 20 mGy LDIR can
induce 8-oxo-dG lesions in DNA (Figure 5B and C).
Similarly, the NRF2 protein was found in the nucleus of
20 mGy- and 2.5 Gy-irradiated HSPC compared to sham-
irradiated cells (Figure 5D). As an increase in ROS is also
associated with a delay in mitochondrial activation,32 we
used mitotracker green (MTG) and TMRE probes to
study respectively mitochondrial mass and membrane
potential. Of note, CB CD34+ cells and CB HSPC are
mainly quiescent, therefore there is very little mitochon-
drial activation (TMREneg) (Figure 5E, first left panel, and
data not shown). HSPC exposure to LDIR did not alter the
mitochondrial mass (MTG) of CD34+ cells in short-term
culture (Online Supplementary Figure S5A). However, a
delay in mitochondrial activation occurred (MTG+

TMRE+ HSPC) as soon as 3 h post IR (Figure 5E and
Online Supplementary Figure S5B), suggesting that LDIR
affect mitochondrial activity. In line with mitochondria
activation, autophagy activation was monitored after IR
(Online Supplementary Figure S6). The CytoID probe was
used to follow autophagy in HSPC.33,34 As expected, after
treatment with chloroquine and rapamycine, autophagy
was detected in CD34+ cells (Online Supplementary Figure
S6A). Besides, LDIR did not induce autophagy in HSPC
after a different culture time (Online Supplementary Figure
S6B and C).  Finally, we investigated whether the
observed increase of ROS can lead to p38MAPK activa-
tion as previously documented.19  Thr180/Tyr18 phos-
phorylation was used as a marker of p38MAPK activa-
tion. As a positive control of p38MAPK activation,
increased p38MAPK phosphorylation 
(P-p38MAPK) can be detected in PMA-treated HSPC
(Online Supplementary Figure S5C). In irradiated HSPC,
we observed an increase of P-p38MAPK after exposure
to 20 mGy and 2.5 Gy IR compared to sham-irradiated
controls, suggesting that LDIR can activate p38MAPK
pathway in HSPC similarly to high irradiation doses (2.5
Gy)35 (Figure 5F). To further confirm that p38MAPK acti-

vation was due to the early transient increase in ROS lev-
els, HSPC were treated with NAC or SB203580, a
p38MAPK inhibitor, prior to 20 mGy irradiation. As
expected, SB203580 prevented increased p38MAPK
phosphorylation in 20 mGy-irradiated HSPC (Figure 5G).
NAC treatment resulted in the same decrease in
p38MAPK phosphorylation in 20 mGy-irradiated HSPC
(Figure 5G). Altogether, these results show that LDIR
increase ROS levels leading to DNA 8-oxo-dG lesions,
NRF2 translocation into the nucleus and p38MAPK acti-
vation in 20 mGy-irradiated HSPC. 

20 mGy-dependent reactive oxygen species increase
and p38MAPK activation lead to defects in the serial
clonogenic potential of hematopoietic stem/progeni-
tor cells

As increased ROS levels can lead to HSC loss of poten-
tials,18 we then asked if ROS-dependent pathways could
explain the HSPC functional defects after LDIR exposure.
To this end, serial CFU-C assays were performed using
sorted CD34+CD38lowCD45RA–CD90+ HSPC pre-treated
or not with NAC before exposure to LDIR and cultures.
20 mGy-irradiated HSPC generated the same number of
primary CFU-C compared to sham-irradiated HSPC with
or without NAC treatment (Figure 6A and Online
Supplementary Figure S7A). However, 20 mGy-irradiated
HSPC treated with NAC before IR, but not 2.5 Gy-irra-
diated cells, were capable of generating equivalent num-
bers of secondary CFU-C compared to sham-irradiated
HSPC, showing that NAC treatment prior to exposure to
20 mGy protected HSPC from the loss of in vitro serial
clonogenic potential (Figure 6B and Online Supplementary
Figure S7B). This result was obtained when the serial
plating assays were performed with the whole cell pop-
ulation harvested from primary CFU cultures (Figure 6B),
and also after picking up and replating individual pri-
mary CFU-GM colonies (Online Supplementary Figure
S7C). Rescue of secondary replating properties of HSPC
after 20 mGy LDIR was also obtained using HSPC pre-
treatment with Catalase, another antioxidant enzyme
(Online Supplementary Figure S7D). These results show
that preventing ROS production with antioxidants
before LDIR exposure rescues the in vitro serial clono-
genic potentials of HSPC.

Finally, we wondered whether ROS-mediated
p38MAPK activation was involved in LDIR-induced HSC
self-renewal defects.  HSPC were pre-treated with
SB203580, a specific inhibitor of p38MAPK, prior to 20
mGy irradiation and serial CFU-C assays. No difference
in the number of primary CFU-C was detected with
SB203580 pretreated HSPC regardless of the irradiation
dose used (Figure 6C and Online Supplementary Figure
S7E). However, whereas SB203580-untreated 20 mGy-
irradiated HSPC generated very few secondary CFU-C,
SB203580 treatment of HSPC protected their capacity to
generate secondary CFU-C as efficiently as sham-irradi-
ated HSPC (Figure 6D and Online Supplementary Figure
S7F), suggesting that p38MAPK pathway activation par-
ticipates in LDIR-mediated HSPC defects. Based on all
these results, we propose a model in which 20 mGy
LDIR rapidly increases ROS amounts in HSPC that
induce p38MAPK activation altogether leading to a
defect in the long-term maintenance of the clonogenic
potential of CD34+CD38lowCD45RA–CD90+ HSPC
(Figure 6E). 
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Discussion

Here we show that exposure to a single 20 mGy LDIR
alters the functional properties of human HSPC. No defect
in HSPC differentiation potential tested in primary cul-
tures was detected after exposure to LDIR. However,
HSPC irradiated at 20 mGy in vivo in the NSG mouse BM
harbored a defect in human hematopoietic reconstitution
potential. This defect was cell-intrinsic since 20 mGy-irra-
diated CD34+CD38low cells isolated after in vivo irradiation
failed to serially reconstitute NSG mice as efficiently as
non-irradiated cells; the same was observed with in vivo
20 mGy-irradiated bulk BM cells. This in vivo phenotype
was also observed in vitro when using LDIR-exposed
CD34+CD38-/lowCD45RA–CD90+ HSPC in serial CFU-C
and LTC-IC assays, supporting the fact that these effects
are cell-autonomous and not limited to transplantation
conditions. Likewise, in vitro, HSPC exposure to 20 mGy
induced a loss of secondary CFU-C potential as well as a
decrease in secondary LTC-IC frequency. Altogether,
based on the use of in vivo assays and in vitro surrogate
assays to evaluate the self-renewal potential,25-27 these
functional results strongly argue for an effect of 20 mGy
LDIR on the long-term HSC functional properties, most
likely through a loss of self-renewal potential. Of note, 
20 mGy LDIR has been shown to decrease self-renewal
capacity in murine HSC as well.22 

High-dose ionizing radiations (HDIR) (2.5 Gy) are
known to induce DNA DSB in human HSPC, rejoining is
delayed, and H2AX foci persist leading to a loss of HSC
functions partly related to apoptosis and activation of p53
pathway.23 Despite the publication of several studies over
the past few years,36-38 little is known about which path-
way is used to repair DNA DSB in human HSPC.16 In the
present work, we tested if a single 20 mGy LDIR can alter
cell cycle and induce apoptosis, and cause DNA DSB in
HSPC. Surprisingly, and in contrast to HDIR, 20 mGy irra-
diation did not induce obvious cell cycle defects nor pro-
mote apoptosis in HSPC, since no increased cleaved 
caspase 3 protein was detected after exposure to 20 mGy
LDIR. Moreover, no significant increase in H2AX and
53BP1 foci numbers was revealed, suggesting that 20 mGy
LDIR does not produce DNA DSB. Finally, neither p53 nor
ATM pathway was activated after 20 mGy exposure.
However, and similarly to HDIR, 20 mGy irradiation led
to 8-oxo-dG lesions in HSPC DNA. No such lesion was
observed in sham-irradiated cells. Altogether, 20 mGy
LDIR does not induce classic DNA damage and repair
pathways usually activated by γ-irradiation but rather
triggers 8-oxo-dG-dependent DNA damage that can be
linked to uncontrolled increase in ROS levels. Moreover,
NRF2 protein was found in the nucleus of 20 mGy-irradi-
ated HSPC. Indeed, increased ROS levels were detected
immediately after HSPC exposure to 20 mGy and, in line
with this, we could observe that 20 mGy-irradiated HSPC
had a delay in mitochondrial activation compared to con-
trol cells. Our results and those from Romeo’s lab22 sug-
gest that the transient increase in ROS levels is likely to be
responsible for HSPC defects after LDIR exposure. We
tested this hypothesis using antioxidant treatment of
HSPC prior to exposure to LDIR. Importantly, pre-treat-
ment of HSPC with NAC or Catalase prior to LDIR expo-
sure did rescue the loss of in vitro serial clonogenic poten-
tial of HSPC. In mouse, irradiation can induce p38MAPK
activation through increased levels of ROS.19,35  Prevention

of p38MAPK activation leads to decreased IR toxicity in
HSC.35 It is also known that dormant HSC have little or
no p38MAPK activation, and that p38MAPK activation in
HSC is associated with differentiation and loss of HSC
self-renewal.17,39 In humans, the function of the p38MAPK
pathway is still not fully understand but preventing
p38MPAK activation allows HSC maintenance/expansion
in vitro.40,41 Interestingly, in our model, we observed a ROS-
dependent p38MAPK activation in human HSPC after
exposure to both 2.5 Gy and 20 mGy IR. The involvement
of the p38MAPK pathway in the LDIR-mediated HSC
self-renewal defects was then confirmed in serial replating
CFU-C assays. Indeed, pre-treatment of HSPC with a spe-
cific inhibitor of p38MAPK prior to LDIR rescued their
serial replating capacities. This is in agreement  with the
fact that HSC treatments either with NAC or p38MAPK
inhibitor increase LTC-IC frequency and promote higher
hematopoietic reconstitution upon serial transplanta-
tion.18,19 It is important to highlight that two other studies
on the effect of LDIR have also shown that LDIR did not
induce classic DNA damage and repair pathways, but
rather an oxidative stress (increase in ROS level and NRF2
nuclear localization).22,42  Therefore, oxidative stress induc-
tion seems to be a feature of exposure to LDIR, leading
either to a differentiation defect in the case of cycling stem
cells42  or a self-renewal defect in the case of quiescent stem
cells, as we observed for human HSPC; this is also the case
for mouse HSC.22 

Increased ROS levels as well as p38MAPK activation in
HSC are associated with aging and stress during serial trans-
plantation.17,18,43 The aging phenomenon is clearly a strong
driver of differentiation and expansion of myeloid-biased
HSPC.44 Here we were not able to detect any bias toward
myelopoiesis when analyzing the progeny of the surviving
LDIR-treated human HSC after serial transplantation,
maybe due to the NSG mouse model, as the NSG BM
microenvironment is more supportive of B-cell rather than
myeloid-cell differentiation.45 Moreover, all experiments
were performed with HSPC from CB, i.e. young HSPC.
Thus, although it is tempting to speculate that exposure to
LDIR may induce early/accelerated aging of the human
HSC, we have no formal proof of that. Since radiation sen-
sitivity and transplantation efficiency are highly dependent
on the ontogenic origin of HSPC,46-48 aged HSPC may be
more sensitive to LDIR. Another feature of HSC aging is
higher risk of leukemic transformation, especially in the
presence of an oncogenic-initiating event such as a muta-
tion of the epigenetic modifiers DNMT3a or TET2, as
observed in blood from elderly people.49 A very interesting
and important question for the future would be to deter-
mine if aged HSC exposed to LDIR are more prone to
(pre)leukemic transformation, especially when HSC con-
tain primary oncogenic mutations.

To sum up, in contrast to HDIR, 20 mGy does not
induce DNA DSB, nor apoptosis and a defect in the cell
cycle. However, both 20 mGy and 2.5 Gy IR induce 
8-oxo-dG lesions in DNA, increase ROS levels, and acti-
vate the p38MAPK pathway leading to HSC self-renewal
defects. Nevertheless, only 20 mGy-LDIR effects were
counteracted by use of antioxidants prior to irradiation
exposure, indicating there are major differences between
these two IR doses. These results show for the first time
that a dose as low as 20 mGy can have a huge impact on
human HSC through both similar and also different
molecular mechanisms to those of high IR doses.

Exposure to 20 mGy radiation decreases HSC functions
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Supplemental	Methods	

	

Primary	cells	

Cord	 Blood	 (CB)	 samples	 were	 collected	 from	 healthy	 infants	 with	 the	 informed	 written	

consent	 of	 the	 mothers	 based	 on	 the	 declaration	 of	 Helsinki.	 Samples	 were	 obtained	 in	

collaboration	 with	 the	 Clinique	 des	 Noriets,	 Vitry-sur-Seine	 and	 with	 the	 Cell	 Therapy	

Department	 in	 Hôpital	 Saint	 Louis,	 Paris,	 France.	 Samplings	 and	 experiments	 were	

acknowledged	 by	 the	 Institutional	 Review	 Board	 of	 INSERM	 (Opinion	 number	 13-105-1,	

IRB00003888).	 CD34
+
	 cells	 were	 purified	 by	 immuno-magnetic	 selection	 using	 a	 CD34	

MicroBeads	kit	(Miltenyi	Biotec,	Paris,	France).	For	each	experiment,	we	used	a	pool	of	CD34
+
	

cells	from	different	healthy	infants	to	diminish	individual	variability.	

	

Flow	cytometry	

Femurs,	tibias	and	hips	were	collected	and	BM	cells	were	flushed	in	DMEM	medium	containing		

10%	FCS.	Cells	were	labeled	with	specific	anti-human	antibodies	 in	PBS	buffer	containing	2	

mM	EDTA	and	0.5%	BSA.	In	experiments	in	which	the	viability	marker	ZombiAqua	(Biolegend)	

was	used,	cells	were	stained	 in	PBS	buffer	only.	 	Flow	cytometry	analyses	were	performed	

using	BD-FACS-Canto	(laser	488,	405	and	633,	BD	Bioscience),	BD-LSR2	SORP	(laser	405,	488,	

561,	 and	 633;	 BD	 Bioscience)	 and	 FACS-ARIA	 2	 (BD-Bioscience)	 cytometers.	 Results	 were	

analyzed	using	FlowJo	Version	10.2	software	(TreeStar).	

	

Drug	treatments	

CD34
+
	 cells	 or	 HSPC	 were	 treated	 with	 NAC	 (50	µM,	 Sigma),	 Catalase	 (5	 mg/mL,	 Sigma),	

SB203580	 (p38MAPK	 inhibitor,	 10	 µM,	 Cell	 Signaling	 Technology)	 or	 Cysclosporine	 A	 (50	

µg/mL,	Sigma)	for	1	hour	at	37°C.	Menadione	(100	µM,	Sigma)	was	used	as	a	positive	control	

of	ROS	production.		

	

Transplantation	assays	

For	primary	transplantation,	a	pool	of	several	samples	of	CB	CD34
+
	cells	(10

5
cells/mouse)	were	

injected	in	NSG	mice.	Mice	were	sacrificed	after	13	to	16	weeks	post-transplantation.	BM	cells	

were	recovered	after	flushing	femurs,	tibias	and	hips.	Red	cells	were	lysed	using	ACK	lysing	

buffer	(Gibco,	LifeTechnologies).	Engrafted	human	CD45
+
	hematopoietic	cells	were	measured	



using	 specific	 anti-human	 CD45	 antibodies.	 CD45
+
CD19

+
	 B	 cells	 and	 CD45

+
CD14

+
/CD15

+
	

myeloid	 cells	 were	 quantified	 as	 previously	 done	 (Benyoucef	 et	 al.,	 2015).	 Serial	

transplantation	 assays	were	 performed	 after	 phenotyping	 of	 BM	 cells	 from	primary	mice.	

Total	BM	cells	were	transplanted	in	new	recipients	with	an	equivalent	of	5.10
4
	CD45

+
	CD34

+
	

CD19
-
	human	cells	per	mouse.	In	some	experiments,	human	CD34

+
	cells	were	isolated	from	

mouse	BM	using	CD34	microbeads	(Miltenyi	Biotech)	and	CD34
+
	CD38

low
	cells	were	purified	

by	 cell	 sorting	 then	 transplanted	 in	 secondary	NSG	mice	 (1.6	10
4
	 cells/mouse).	Mice	were	

sacrificed	after	13	weeks	post-transplantation.	

	

Immunofluorescence	

For	DNA	damage	experiments,	cell-sorted	HSPC	were	irradiated	and	incubated	30	min,	1	hour	

or	 3	 hours	 at	 37°C	 in	 MyeloCult	 medium(H5100,	 Stem	 Cell	 Technologies),	 fixed	 in	

paraformaldehyde	4%	for	15	min	at	room	temperature	(RT)	then	washed	in	PBS.	2000	HSPC	

were	coated	on	Poly-Prep	slides	(P0425-72EA,	Sigma)	overnight	at	37°C	then	permeabilized	

with	Triton
TM
	X-100	(0.1%,	9002-93,	Sigma)	10	min	at	RT.	Cells	were	first	 incubated	1	hour	

with	a	saturation	buffer	containing	7.5%	of	goat	serum	and	7.5%	of	fetal	bovine	serum	in	PBS,	

then	stained	with	anti-gH2AX	(05-636,	Merck	Millipore)	and	anti-53BP1	(NB100_304,	Novus	

Biologicals)	overnight	at	4°C,	washed	3	times	and	finally	stained	with	secondary	antibodies,	

goat-anti-mouse-AF488	 (A-11001)	 and	 goat-anti-rabbit	 AF-594	 (A-11012,	 both	 from	

LifeTechnologies).	

For	assessment	of	8-hydroxy-2’-deoxyguanisine	(8-oxo-dG)	lesions	in	DNA,	sorted	cells	were	

irradiated	 at	 indicated	 doses	 or	 treated	 with	 H2O2	 100	 mM	 and	 cultured	 for	 30	 min	 in	

Myelocult	H5100	(StemCell	Technologies),	then	fixed	in	1:1	methanol/acetone	(-20°C)	5	min	

on	ice.	10000	HSPC	were	coated	on	Poly-Prep	slides	(P0425-72EA,	Sigma)	at	4°C	for	at	least	6	

hours	 in	 PBS	with	 calcium	and	magnesium	 ions.	 They	were	 treated	with	HCl	 2N	 (30	min),	

washed	3	times	then	neutralized	with	Tris-HCl	pH	8,8	(5min).	Cells	were	permeabilized	using	

PBS	+	BSA	4	%	+	Triton	0,2%	(15	min).	Cells	were	first	incubated	45	min	with	the	saturation	

buffer	(PBS	+	BSA	4%	+	Tween	0,2%)	for	45	min,	then	stained	with	an	anti-8-oxo-dG	antibody	

(ab48508,	AbCam)	overnight	at	4°C	 in	the	same	buffer,	washed	3	times	and	finally	stained	

with	goat-anti-mouse-AF647	(A-21235,	LifeTechnologies)	in	PBS	+	Tween	0,2%	for	at	least	1	

hour.		

For	 NRF2	 translocation	 experiments,	 sorted	 cells	 were	 irradiated	 at	 indicated	 doses	 and	



cultured	 for	 2	 hours	 in	 Myelocult	 (H5100,	 StemCell	 Technologies),	 then	 fixed	 in	

paraformaldehyde	4%	15	min	at	room	temperature.	10000	HSPC	were	coated	on	Poly-Prep	

slides	(P0425-72EA,	Sigma)	at	4°C	for	at	 least	6	hours	 in	PBS	with	calcium	and	magnesium.	

Cells	were	permeabilized	using	PBS	+	BSA	4	%	+	Triton	0,2%	(15	min).	Cells	were	first	incubated	

with	the	saturation	buffer	(PBS	+	BSA	4%	+	Tween	0,2%)	for	45	min,	then	stained	with	an	anti-

NRF2	antibody	(ab31163,	AbCam)	overnight	at	4°C	in	the	same	buffer,	washed	3	times	and	

finally	stained	with	goat-anti-rabbit-AF647	(A-21244,	LifeTechnologies)	in	PBS	+	Tween	0,2%	

for	at	least	1	hour.		

After	3	wash,	staining	with	DAPI	1/2000	in	PBS	+	Tween	0,2%	was	performed	(5	min).	Sealing	

of	 the	slides	was	done	using	Fluoromount-G	(Southern	Biotech).	Reading	was	done	on	the	

Leica	 TCS	 SP8	 confocal	 microscope.	 Images	 were	 analyzed	 using	 ImageJ	 and	 CellProfiler	

softwares.	

	

CFU-C	assays	

HSPC	 sorted	 from	 a	 pool	 of	 several	 samples	 of	 CB	 CD34
+
,	 were	 seeded	 in	 complete	

methylcellulose	 medium	 (triplicates,	 300	 cells/mL,	 H4230,	 StemCell	 Technologies),	

supplemented	with	1%	L-glutamine,	1%	penicillin/streptomycin,	IL-3	(8	ng/mL),	erythropoietin	

(2	IU/mL;	Miltenyi	Biotec),	SCF	(50	ng/mL),	granulocyte	colony	stimulating	factor	(G-CSF;	25	

ng/mL;	Stem	Cell	Technologies)	and	granulocyte	macrophage	(GM)	CSF	(10	ng/mL;	Stem	Cell	

Technologies).	Colonies	were	identified	and	scored	after	12-14	days	at	37°C.	Depending	on	

cord	blood	samples,	between	60	to	80	colonies	were	generated	from	300	sham	or	20	mGy-

irradiated	 HSPC.	 Serial	 plating	 was	 also	 performed:	 mixed	 or	 individual	 colonies	 were	

harvested	in	sterile	37°C	pre-warmed	PBS,	and	re-plated	in	complete	methylcellulose	medium	

for	12-14	additional	days.	In	the	case	of	mixed	colonies,	cells	were	counted	then	2500	cells	

were	plated	in	secondary	cultured.	When	individual	colonies	were	picked,	they	were	re-plated	

in	 complete	 methylcellulose	 medium	 for	 12-14	 additional	 days	 in	 24-well	 plate	 (10	

cells/condition	and	/	experiment).	After	12-14	days,	positive	wells	(wells	with	colonies)	were	

numerated	(Sup	Figure	6).	

	

Primary	and	extended	Long-Term	Culture	Initiating	Cell	(LTC-IC)	assays.	

Limiting	dilution	allowed	evaluating	LTC-IC	frequency	within	HSPC	after	exposure	to	different	

doses	of	irradiation.	HSPC	were	seeded	in	96-well	plates	pre-coated	with	MS5	stromal	cells	in	



Myelocult	medium	(H5100,	StemCell	Technologies)	(60,	20	or	6	cells	per	well)	for	5	to	6	weeks.	

Each	well	was	harvested	and	mixed	with	500µL	of	complete	methylcellulose	(H4230,	StemCell	

Technologies)	before	being	plated	in	24-well	plates.	LTC-IC-derived	CFU-C	were	analyzed	12-

14	days	later.	For	extended	LTC-IC	assay,	3000	irradiated	HSPC	were	seeded	in	6-well	plates	

pre-coated	with	MS5	stromal	cells	in	MyeloCult	medium	(H5100,	Stem	Cell	Technologies).	Five	

weeks	 later	CD34
+
	expressing	cells	were	cell	sorted	and	re-seeded	in	 limiting	dilution	(500,	

100,	50,	25	and	10	cells	per	well	in	96-well	plates)	with	MS5	cells	in	MyeloCult	medium	for	5	

additional	weeks	before	to	be	tested	for	CFU-C	during	12	to	14	days	as	described.	

A	positive	well	contained	at	least	one	colony.	LTC-IC	frequency	was	determined	using	L-CALC	

software	(Stem	Cell	Technology).	

CFSE	staining	

3x10
5	
CD34

+
	cells	were	labeled	with	CFSE	(2.5	µM,	sigma,	France)	and	cultured	(5-10x10

3
/well)	

for	 2	 to	 8	 days	 in	 StemSpan	medium	 (Stem	 Cell	 Technologies)	 supplemented	 with	 1%	 L-

glutamine,	 1%	 penicillin/streptomycin,	 IL-3	 (8	 ng/mL),	 erythropoietin	 (2	 IU/mL;	 Miltenyi	

Biotec),	SCF	(50	ng/mL),	granulocyte	colony	stimulating	factor	 (G-CSF;	25	ng/mL;	Stem	Cell	

Technologies)	and	granulocyte	macrophage	(GM)	CSF	(10	ng/mL;	Stem	Cell	Technologies).	Cell	

divisions	were	analyzed	by	flow	cytometry.	

Intracellular	flow	cytometry	

Cells	were	first	stained	with	antibodies	directed	against	extracellular	markers	(CD34,	CD90,	

CD38	and	CD45).	Then,	cells	were	permeabilized	and	fixed	using	Cytoperm/cytofix	and	Perm	

wash	buffer	(BD	Bioscience).	Intracellular	staining	was	performed	for	Ki67-	FITC	or	PE	kit	(BD	

Biosciences)	 and	 Hoechst	 or	 cleaved-caspase3-PE	 kit	 (BD	 Biosciences)	 according	 to	

manufacturer	instructions.	

For	phospho-P38MPAK,	after	extracellular	 staining,	 cells	were	 first	 fixed	with	Phosflow	Fix	

buffer	 I	 (BD	 Bioscience),	 then	 permeabilized	 using	 BD	 Phosflow	 Perm	 Buffer	 II	 following	

manufacturer	procedures.	Cells	were	then	stained	with	anti-pP38-PE	(clone	3D7,	Cell	signaling	

technology).	

For	 phosphor-ATM	 (Ser1981),	 p53	 and	 phospho-p53	 (Ser	 35),	 cells	 were	 fixed	 and	

permeabilized	 using	 Nuclear	 transcription	 factor	 buffer	 set	 (Biolegend)	 following	

manufacturer	procedures.		

Autophagy	measurement	



Cells	were	first	stained	with	antibodies	directed	against	extracellular	markers	(CD34,	CD90,	

CD38	and	CD45)	at	37°C,	then	washed	in	PBS.	Autophagy	was	measured	using	CytoID	kit	(Ref	

ENZ-51031-0050,	Enzo	Life	Science)	following	manufacturer	procedures.	

	

	

	

 



Sup	table	1:	Antibodies	used	for	this	study

Ab name Clone Fluorochrome Reference Brand

CD90 5E10 APC 559869 BD	Bioscience

CD34 581 PE-Cy7 343516 Biolegend

CD34 581 APC 343510 Biolegend

CD38 HB-7 FITC 356610 Biolegend

CD45RA HI100 PE 304108 Biolegend

CD45 HI30 BV421 304032 Biolegend

CD3 SK7 PeRCP-Cy5.5 344808 Biolegend

CD19 HIB19 APC-eF780 47-0199-42 ebioscience

CD19 HIB19 PE 302208 Biolegend

CD14 61D3 PE 12-0149-42 ebioscience

CD15 HI98 PE 301906 Biolegend

Phospho-ATM	

(Ser1981)

10H11.E12 PE 651203 Biolegend

p53 1C12 AFF488 2015 Cell	Signaling

Phospho-p53	(Ser15) 16G8 AF647 8695 Cell	Signaling

Cleaved-Caspase 3 C92-605 PE 561011 BD	Bioscience

Phospho-p38MAPK	

(Thr130/Tyr182)

3D7 PE 6908S Cell	Signaling

8-Hydroxy-2’-

deoxyguanosine	

(8oxo)

N45.1 purified ab48508 abcam

phospho-Histone	

H2A.X	(ser139)	

gH2AX

JBW301 Purified (mouse) 05-636 Merck	Millipore

53BP1 polyclonal Purified	(rabbit) NB100_304 Novus	Biologicals

NRF2 polyclonal Purified	(rabbit) ab31163 abcam

Goat-anti-mouse AF488 A-11001 Life	Technologies

Goat-anti-rabbit AF594 A-11012 Life	Technologies

Goat-anti-mouse AF647 A-21235 Life	Technologies





Experiment 2
Secondary Transplantation

Sup Figure 2 related to Figure 2: Hematopoietic reconstitution capacities of human HSC after in vivo
exposure to LDIR. NSG mice were grafted with 5.104 CD34+ cells. Engrafted mice were irradiated 15
weeks post graft then sacrificed. 3 independent experiments. (A) Graphs represent human chimerism
for each experiment just after NSG mouse irradiation and sacrifice. (B) Graphs represent the frequency
of CD34+ cells among CD45+ compartment just after NSG mouse irradiation and sacrifice. (C) The
apoptosis was measured in HSPC compartment after mouse exposure to irradiation. (D) BM cells were
recovered from primary recipient mice and an equivalent of 5.104 CD34+ CD19- BM cells were injected
in secondary recipient mice. This graph represents the frequency of hCD45+ cells in the BM of
secondary NSG mice for experiment n°2. Statistical analysis : Anova one way 0Gy vs 20mGy
p=0.0036 and 0 Gy vs 2.5 Gy p=0.0026.
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Sup Figure 5 related to Figure 5: (A-B) The mitochondrial activity was monitored over time by using

MTG (Mitochondrial mass) and TMRE (membrane potential) probes in HSPC. (A) Shown is the

mitochondria mass (MFI MTG) over time in culture in HSPC compartment (3 independent

experiments) (B) Shown is the membrane potential (MFI TMRE) over time in culture in HSPC

compartment for each experiment (C) CD34+ cells were incubated at 37°C with PMA (positive control)

for 30 min or remain untreated. Surface staining was made during incubation period. Then cells were

fixed and permeabilized (see method) then stained with phospho-p38MAPK antibody. As expected

increased p38MAPK phosphorylation is observed when HSPC are treated with PMA as shown by

mean of fluorescence (MFI).
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Sup Figure 7 related to Figure 6: Cell-sorted HSPC were treated or not with indicated drugs,
irradiated at indicated doses and seeded in CFU-C conditions. CFU-C were then quantified. (A)
Primary CFU-C assay (cumulative results from 3 experiments with HSPC isolated from 3
independent pools of CB samples). HSPC (500 cells/plate) were plated in CFU-C conditions for 12 to
14 days and the number of CFU-C was quantified. Raw data of normalized data shown in Figure 6A
are represented here. (B) Primary CFU-C were pooled and replated in methylcellulose for 12 to 14
days. Shown are the number of secondary CFU-C. Raw data of normalized data shown in Figure 6B
are represented here. (C) CFU-GM colonies were picked then cultured for 12 more days in CFU-C
condition in 24 wells plates. The number of wells with CFU-C is shown. (D) Primary CFU-C
untreated, NAC, or Catalase-treated were pooled and cultured in CFU-C conditions for 12 more days.
The number of secondary CFU-C generated in each condition is shown. (E) Primary CFU-C assay
(cumulative results from 2 experiments with HSPC). HSPC (500 cells/plate) were plated in CFU-C
conditions for 12 to 14 days and the number of CFU-C was quantified. Raw data of normalized data
shown in Figure 6C are represented here. (F) Primary CFU-C were pooled and replated in
methylcellulose for 12 to 14 days. Shown are the number of secondary CFU-C. Raw data of
normalized data shown in Figure 6D are represented here.
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A
fter Röntgen’s discovery in 1895, an X-ray became a
game changer in medicine.1 It was discovered as an
invisible ray of light that passes through many objects,

including human bodies, and visualizes the internal organs
and structures as silhouettes. As now seen in medical radiog-
raphy, such as chest X-rays and computed tomography (CT)
scans, X-rays have enabled investigation of deep tissues in
humans that had been otherwise impossible without surgical
intervention, contributing to the early detection and treat-
ment of many diseases. However, as is often the case with
new medicine, X-rays were shown to have a biohazard
effect.2 They are identified as a type of ionizing radiation (IR):
a stream of high energy photons that are strong enough to
ionize atoms and disrupt molecular bonds in biomolecules,
including DNA. As DNA encodes an essential blueprint of a
cell, the DNA-damaging property of X-rays can be toxic. This
effect, although used for killing cancer cells in radiotherapy,
has raised concerns about the effect of X-rays on normal tis-
sues and whether the benefits exceed the risks.

Modern medicine relies heavily on radiography to assess
human health. The annual doses of X-rays people receive are
increasing. A recent study estimated that around 2% or
4,000,000 of the non-elderly adults in the US receive 20 milli-
gray (mGy) or more per year due to medical requirements.3

Historically, risks associated with low-dose IR are consid-
ered to be almost negligible as it does not cause any acute
toxicity, nor does it increase the risk of carcinogenesis, based
on empirical linear fits of existing human data determined at
high doses, such as those of Japanese atomic bomb sur-
vivors.4 Indeed, low-dose IR rarely induces DNA double
strand breaks (DSB), which often cause mutations and are
considered to be the most relevant lesion for the deleterious
effects of IR.5 However, even though low-dose X-rays rarely
cause DSB, they are reportedly less easy to repair than those
induced by high-dose X-rays.6 Importantly, recent evidence
suggests that cumulative doses of 50 mGy X-ray (doses
equivalent to 5-10 brain CT scans when given in childhood)
have long-term detrimental effects on human health, includ-
ing a more than 3-fold increase in the risks of acute lym-
phoblastic leukemia and myelodysplastic syndrome.7

Furthermore, mouse studies demonstrate that low-dose X-
rays affect function of long-lived tissue-specific stem cells,
including hematopoietic stem cells (HSC).8,9 Thus, under-
standing the persistent effect of low-dose X-rays on human
tissue-specific stem cells is of particular importance in pre-
cisely evaluating the risks posed by radiography on public
health.

In this issue of Haematologica, Henry et al. compared the
effects of low and high doses of X-rays on hematopoietic
stem and progenitor cells (HSPC) obtained from human
umbilical cord blood (CB) (Figure 1).10 HSPC sustain them-

selves via self-renewing ability, and give rise to all of the
blood lineage cells, such as innate and acquired immune
cells, erythrocytes and platelets, through multi-lineage differ-
entiation. They found that a single dose of 20 mGy X-rays is
sufficient to impair the self-renewing capacity of CB HSPC.
Intriguingly, this effect is independent of canonical DNA
damage response (DDR), as a 20 mGy dose fails to induce
DSB markers γ−H2AX and 53BP1 foci, or DDR hallmarks
phospho-ATM and -p53, all of which are induced by a 2.5
Gy dose. Instead, the authors demonstrate that it is mediat-
ed by reactive oxygen species (ROS), a highly reactive oxy-
gen byproduct mainly generated via the cell respiratory
process of oxidative phosphorylation (OXPHOS) in mito-
chondria, and p38/MAPK14, a key enzyme that, upon eleva-
tion of ROS, sends a signal to HSPC to inhibit their self-
renewing potential.11 Thus, the results of Henry et al. indicate
that low-dose X-rays impair human CB HSPC function
through ROS and p38/MAPK14, but not via canonical DDR
via ATM or p53.

The high sensitivity of HSC to elevated levels of ROS is
well established, first in ATM deficiency and later in the con-
texts of other stress conditions.11-13 Similarly, p38/MAPK14
activation in response to ROS elevation is identified as a
common downstream pathway responsible for impairment
of self-renewal in HSC.11,12 In contrast, what is often unclear
is the upstream mediator that causes ROS elevation. In the
context of low-dose IR, mouse studies have uncovered the
hypersensitivity of HSC and esophageal stem cells to low-
dose IR that is mediated by ROS elevation, although the
molecular link between low-dose IR and elevated ROS has
not yet been investigated.8,9 It is estimated that approximate-
ly 90% of ROS can be generated during OXPHOS in mito-
chondria,14 mainly through functions of complexes I and III.15

Interestingly, the results shown by Henry et al. indicate that
ROS elevation in human CB HSPC upon exposure to 20
mGy X-rays is closely associated with loss of mitochondrial
membrane potential, which reflects a decrease in proton gra-
dient across the cristae and often correlates with mitochon-
drial dysfunction.10 Apart from nucleus, mitochondria are the
only organelle in mammalian cells that contain DNA, which
can also be damaged by low-dose IR.16 Mitochondrial DNA
(mtDNA) encodes proteins that consist of complexes I and
ATP synthase, both of which are essential for proper elec-
tron transport and OXPHOS. Of note, these components are
located in the so-called “common deletion” region of
mtDNA that is commonly deleted upon exposure to low-
dose IR. mtDNA is not protected by histones, and is thus
potentially more susceptible to IR-induced damage com-
pared to nuclear DNA. Moreover, mtDNA is located in
matrix inside inner membranes where ROS is generated, and
is thus more greatly affected by IR-induced oxidative stress
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than nuclear DNA. Damage in mtDNA is not so simple as
that in nuclear DNA, as a cell can contain more than
1,000 copies of mtDNA. Furthermore, numbers of mito-
chondria are dynamically changed by fusion and fission,
which play critical roles in maintaining functional mito-
chondria via inter-mitochondrial complementation and
quality control.17 In addition, damaged mitochondria can
be removed by autophagy, which contributes to mainte-
nance of self-renewal capacity of HSC.18,19 Henry et al.
show that mitochondrial mass in HSPC does not seem to
change after irradiation of 20 mGy X-rays.10 Although this
observation should be validated by other methods,20 it
supports the idea that changes in mitochondrial mass are
unlikely to be the cause of ROS elevation. Rather, it is
tempting to speculate that damage in mtDNA induced by
low-dose IR causes persistent changes in mitochondrial
function that lead to initial elevation of ROS and long-
term impairment of HSC function. This would be consis-
tent with the results reported by Rodrigues-Moreira et al.,
which demonstrate that low-dose X-rays cause biphasic
elevations of ROS and the second wave of ROS elevation
causes persistent reduction in self-renewing capacity of
mouse bone marrow HSC.9 Mitochondrial dysfunction,
but not constant elevation of ROS, is implicated in age-

associated decline in HSC function.18 Since involvement
of mtDNA remains unknown, investigating whether
aged HSC have mtDNA damage would be of particular
interest. Collectively, identifying molecular ‘scars’ left by
low-dose X-rays on HSC would help provide a precise
evaluation of the long-term detrimental effects by med-
ical radiographic examination and also find common
mechanisms that underlie hematopoietic aging and dis-
ease.
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T
he pathogenesis of myelofibrosis, a bone marrow
(BM) disorder characterized by megakaryocytic
hyperplasia and the deposition of extracellular

matrix components such as reticulin, remains incompletely
understood. 

Using a mouse model of myelofibrosis (i.e. Gata-1low

mice), Kramer et al.1 sought to identify key signaling mole-
cules that play a role in early myelofibrosis development.
GATA-1 is a transcription factor that is key to megakary-
ocyte development, and its downregulation results in
expansion and abnormal maturation of megakaryocytes.2

Importantly, low GATA-1 expression has been demonstrat-
ed in patients with myelofibrosis,3 and GATA-1 mutations
are found in megakaryocytic leukemias.2

New key findings
Unlike several widely used myelofibrosis mouse mod-

els that rely on BM transplantation to engender fibrosis,
primary Gata-1low mice gradually develop myelofibrosis
spontaneously.4 Due to its slow progression, this model
allows for analysis at prefibrotic (5 months), early fibrotic
(10 months), and overtly fibrotic (15 months) stages. A
strength of the study by Kramer et al. is the application of
an unbiased approach (i.e. RNA sequencing) to interro-
gate the changes that occur in receptor tyrosine kinase
pathways during the development of myelofibrosis.
Using bulk RNA sequencing on unfractionated BM
(including stromal cells), the authors identified the
platelet-derived growth factor (PDGF) pathway as signif-
icantly up-regulated in early fibrotic Gata-1low mice com-
pared to wild-type mice. Additionally, the authors ana-
lyzed protein expression of PDGF receptors and ligands

on BM sections at the three aforementioned time points;
this allowed them to study the PDGF pathway in a spa-
tio-temporal manner. 

In addition to demonstrating increased transcript expres-
sion of PDGF receptor a (Pdgfra) and Pdgfrb, as well as the
ligand Pdgfb, in fibrotic Gata-1low mice, the authors
employed a novel technique called in situ proximity liga-
tion assay to determine protein localization. They found
that the receptor PDGFRβ and ligand PDGF-B are in close
proximity in the setting of overtly fibrotic BM, suggesting
binding of the ligand to the receptor and increased PDGF-
B signaling. Furthermore, their data suggest that the most
important cell types involved in PDGF signaling are
megakaryocytes, which express PDGFRα and secrete the
ligand PDGF-B, and spindle-shaped stromal cells which
express PDGFRβ (Figure 1). 

Despite these findings, Kramer et al. did not detect
increased PDGFRβ tyrosine phosphorylation, a marker of
receptor activation. They suggest that the phosphatase
TC-PTP (PTPN2) may play a role in dephosphorylation of
PDGFRβ and show that TC-PTP is in close proximity to
PDGFRβ in fibrotic Gata-1low mice. There are two main
potential explanations for these findings. Either: (i) PDGF
receptor activation is transient and rapidly down-regulat-
ed; or (ii) PDGF receptor activation is rapidly reset by phos-
phatases such as TC-PTP after ligand binding. Rapid
downregulation would call into question the importance
of the PDGF pathway in myelofibrosis, while a rapid reset
may increase signaling in the presence of ligand and poten-
tially contribute to the development of myelofibrosis.
Further investigation of PDGF signaling in human myelofi-
brosis will be required to fully resolve this question. 
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5. Résumé 
 

Dans ce travail, nous avons montré que les CSH humaines, tout comme les CSH murines, avaient 

une senbilité particulière aux faibles doses de radiations ionisantes, et en particulier à la dose de 20 

mGy. Cette sensibilité se traduit par des défauts fonctionnels in vitro (CFU-C et LTC-IC) et in vivo à long-

terme, suggérant une diminution de leurs capacités d’auto-renouvèlement.  

Ces défauts se traduisent par une perte presque totale des capacités de clonogénicité en série, 

ainsi qu’une baisse de la fréquence des LTC-IC « extended » après 10 semaines de culture et permettant 

d’évaluer l’auto-renouvèlement in vitro. De plus, si in vivo aucun effet n’est visible non plus en 
transplantation primaire, les capacités de reconsitution en transplantation secondaire sont 

drastiquement diminuées, après irradiation in vivo ou ex vivo. 

Afin de proposer un mécanisme d’action des radiations γ à faible dose, différents aspects ont 

été vérifiés. Ainsi, comme chez la souris (Rodrigues-Moreira et al., 2017) la plupart des mécanismes 

habituellement observés après une irradiation ne sont pas activés. Aucune augmentation de l’apoptose, 
du nombre de foyers γH2AX, de l’activation des voies p53 ou ATM, ou de modification du cycle cellulaire 
n’a ainsi pu être mise en évidence. En revanche, une augmentation rapide et transitoire des ROS est 

bien visible. Celle-ci s’accompagne d’une augmentation du stress oxydant au niveau de l’ADN, observé 
grâce au marquage en immunofluorescence des lésions 8-oxo-dG, et d’une translocation nucléaire de 
NRF2. De plus, il se produit une augmentation de l’activation de la voie p38MPAK, impliquée dans la 
régulation du stress oxydant et des propriétés essentielles des CSH. 

Enfin, un pré-traitement avec l’antioxydant NAC ou avec l’inhibiteur de la voie p38MAPK 
SB203580 permet de restaurer les capacités fonctionnelles des CSH après irradiation à faible dose, 

observées grâce au rétablissement de la génération de colonies secondaires. Ainsi, une protection 

contre le stress oxydant ou ses conséquences permet de maintenir les propriétés des CSH dans le cadre 

de faibles doses d’irradiation γ.  

 A la suite de ce travail, nous avons écrit une revue afin de comparer les effets des fortes et 

faibles doses de radiations ioniantes sur le compartiment particulièrement sensible des CSH. Celle-ci 

est présentée en Annexe 1.  
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Projet 2 : Amélioration du maintien des propriétés des cellules 
souches hématopoïétiques pendant la culture ex vivo grâce aux 
antioxydants  
 

1. Contexte scientifique 
 

La transplantation de CSH est une solution thérapeutique de choix pour traiter nombre de 

maladies hématologiques. De plus, les avancées au niveau des possiblités de modifications génétiques 

ouvrent la porte à de nombreuses applications de thérapie génique. Cependant, nous avons vu en 

introduction que les protocoles de culture pour la transduction virale ou l’expansion ne sont toujours 

pas totalement optimisés. En effet, les méthodes les plus courantes détaillées en introduction reposent 

sur l’utilisation de cytokines et facteurs de croissance. Si ceux-ci promeuvent l’expansion des 

progéniteurs hématopoïétiques et favorisent leur survie, ils entraînent également l’entrée en cycle et 
la différenciation des CSH, au détriment de leurs propriétés de quiescence et d’auto-renouvèlement. 

Une partie de cet effet peut être attribuable à l’augmentation des ROS. En effet, il est connu 
que la signalisation par des cytokines et des facteurs de croissance induit une signalisation par les ROS 

(Sattler et al., 1999). Nous avons introduit de façon détaillée le rôle prépondérant du niveau de ROS 

dans la régulation des propriétés des CSH. Plusieurs équipes se sont appuyées sur ce constat pour 

proposer des améliorations de ces protocoles permettant un meilleur maintien des CSH in vitro. Ainsi, 

l’hypoxie a beaucoup été utilisée pour mieux mimer le micro-environnement de la niche en diminuant 

la saturation en oxygène et par extension les ROS (voir partie 2.a. du chapitre 3 de l’introduction). 
Cependant, cette méthode est peu aisément applicable en clinique. De même, la culture en gel 

hydrophile permet d’obtenir de très bons résultats sur la fonctionnalité des CSH et semble fonctionner 
via une diminution des ROS (Bai et al., 2019). 

Ainsi, notre approche repose sur l’utilisation d’antioxydants pour normaliser le niveau de ROS 
dans les CSH et éviter leur déterioration pendant la culture. 

 

2. Objectifs 
 

Les objectifs de cette étude sont d’une part, de confirmer l’implication du stress oxydant dans 
la perte des propriétés des CSH ; et d’autre part d’évaluer la faisabilité et l’impact d’un traitement 
antioxydant sur des CSH de sang de cordon dans une optique de culture ex vivo pour la transduction 

lentivirale. Cette étude pourrait donc à la fois mener à une meilleure compréhension des mécanismes 

régissant l’expansion ex vivo des CSH et donner des pistes d’amélioration des protocoles cliniques 
existant.  
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3. Résultats : article en préparation (Henry E et al) 
 

Les résultats obtenus au cours de ma thèse sont résumés dans le manuscrit suivant. Celui-ci 

sera soumis dans un journal scientifique du domaine dès validation statistique des dernières 

expériences en cours. 
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Abstract 19 

Hematopoietic stem cells are increasingly used for cell and gene therapy. For such protocols, they may 20 

be cultured in cytokine-enriched media in a goal of viral transduction or expansion. However, these 21 

protocols are harmful for HSC properties such as quiescence and self-renewal. We propose here a 22 

method based on antioxidant treatment prior culture to circumvent this. We have shown that the 23 

antioxidants N-acetyl cysteine and Tempol, a super oxide dismutase mimetic, protect cord blood 24 

hematopoietic stem cell functional properties during ex vivo culture, assessed by CFU-C, LTC-IC and 25 

serial transplantation assays. This phenomenon is attributable to a decrease of oxidative stress, 26 

p38MAPK activation and metabolic activity. This technique could be easily applied in clinics to improve 27 

long-term outcome of hematopoietic stem cell transplantation. 28 

 29 

 30 

 31 

 32 

 33 

 34 
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Introduction 35 

Human hematopoietic stem cells (HSC) are a very rare population able to give rise to all hematopoietic 36 

cells. They are found within the CD34+CD38-/lowCD45RA-CD90+ cell population [1], called hematopoietic 37 

stem and progenitor cells (HSPC) since transplantation assays in limiting dilution have shown that HSC 38 

represent only 10% of this population in the best conditions [2]. HSC are largely quiescent and possess 39 

a self-renewal potential along with multipotent differentiation capacities [3]. These characteristics make 40 

them powerful therapeutic tools for regenerative medicine, cell and gene therapies [4], [5]. For 41 

transplantation, CD34+ cells, containing HSC along with hematopoietic progenitor and precursor cells, 42 

are injected, allowing hematopoietic progenitors and precursors to sustain production of blood cells 43 

during HSC differentiation period [6]. Different sources of CD34+ cells can be used: bone marrow CD34+ 44 

cells, CD34+ cells mobilized in peripheral blood by the use of G-CSF or G-CSF+Plerixafor treatments and 45 

finally umbilical cord blood (CB) CD34+ cells. The efficacy of HSC grafts is tightly correlated with the 46 

number of cells transplanted, which can be low, especially in CB samples [7]. However, CB HSC are 47 

increasingly used in transplantation, due to their easy recovery and their lower immunogenicity 48 

compared to other sources of allogeneic HSC. For gene therapy, CD34+ cells need to be cultivated a few 49 

days in a specific medium supplemented with cytokines and growth factors such as Stem Cell Factor 50 

(SCF), thrombopoietin (TPO) and FLT3 ligand (FLT3L) factors during genetic modification by retrovirus 51 

or lentivirus [8]. However, if growth factor signaling allows CD34+ cell transduction, it also drives their 52 

differentiation and most of all the loss of HSC properties such as quiescence and self-renewal.   53 

Adult HSC are known to reside in specific microenvironment called niches which harbor a low level of 54 

oxygen (hypoxia), involved in the maintenance of HSC functional properties [9]. Hypoxia allows HSC to 55 

display a very low level of reactive oxygen species (ROS) [10]. These very reactive molecules are 56 

byproducts of mitochondrial respiration and can also be produced by NOX enzymes[11]. They induce 57 

oxidative stress and damages to the cells when their level is too high, but they also act as signaling 58 

molecules driving different intracellular mechanisms. Several mechanisms are used by cells to detoxify 59 

ROS generated both by physiological cues and by various stresses. In particular, several enzymes act in 60 

concert to limit the accumulation of highly reactive species: O2
- is transformed in H2O2 by the superoxide 61 

dismutase (SOD) family, then different families (thioredoxins, peroxiredoxins, etc) can metabolize H2O2 62 

to avoid its transformation into HO● [11]. One major detoxification system uses glutaredoxins, which are 63 

oxidized during the process then turned back to their reduced form by the glutathione. These systems 64 

are fundamental because a ROS increase in HSC leads to differentiation and to a loss of their 65 

fundamental properties, inducing a decrease in their hematopoietic reconstitution capacities [12]–[14]. 66 

Therefore, when CD34+ cells (and among them HSC) are cultured for gene therapy procedures, they 67 

partially lose their properties mostly due to an increase in ROS levels induced by normoxia conditions 68 

and growth factor signaling, which was shown to be detrimental as soon as during recovery of samples 69 

[15]. Several methods have been proposed to enhance HSC maintenance in these conditions. Most 70 

recent ones include culture in hypoxia [16], [17], in hydrophobic hydrogels [18] or use of small molecules 71 

like UM171 [19], [20]. In particular, hypoxia and hydrogels may work through ROS mitigation to prevent 72 

HSC properties loss. However, they could be uneasy to put in place in clinics and mechanisms of action 73 

are not always well characterized.  74 

 75 
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In our previous study, we have shown that pretreatment with antioxidants was able to protect HSC from 76 

ROS increase due to low-doses of irradiation [21]. We then hypothesized that treating HSC with 77 

antioxidants prior culture for gene therapy procedures could help maintaining HSC functional 78 

properties. We explored the effects of two different antioxidants, N-acetyl-cysteine (NAC), widely used 79 

for its antioxidant activity; and Tempol, a mimetic of the superoxide dismutase (SOD) enzymes, which 80 

has been shown to reduce oxidative stress on different organs and has been used to protect cells from 81 

radiation effects [22]. 82 

 83 

Materials and Methods 84 

Cord blood samples 85 

Cord blood (CB) samples were collected from healthy infants with the informed written consent of the 86 

mothers based on the declaration of Helsinki with the collaboration of Clinique des Noriets, Vitry, France 87 

and Cell Therapy Department of Hôpital Saint-Louis, Paris, France. CD34+ cells were obtained through 88 

classical purification procedures. Briefly, a ficoll was performed on the blood. Mononucleated cells were 89 

numerated and CD34+ cells were purified by immuno-magnetic selection using a CD34 MicroBeads kit 90 

according to manufacturer instructions (Miltenyi Biotech, Paris, France). Cells were then either used 91 

right away or frozen (liquid nitrogen) in serum with 10% DMSO. 92 

Cell culture and treatments 93 

Transduction medium was composed of BIT medium (StemCell Technologies) supplemented with 100 94 

ng/mL Stem Cell Factor (SCF), 100 ng/mL FLT3L, 60 ng/mL interleukin-3 (IL3) and 10 nM thrombopoïetin 95 

(TPO) (all from Miltenyi Biotec). For longer liquid culture experiments, we used StemSpan SFEM 96 

(StemCell Technologies) supplemented with 100 ng/mL SCF, 100 ng/mL FLT3L, 60 ng/mL IL3, 20 ng/mL 97 

IL6 and 50 ng/mL TPO. Before culture, cells were treated with N-acetylcystein (NAC) 50 µM (Sigma) or 98 

Tempol 300 µM (Sigma) diluted in water during 2 hours and washed, except when stated otherwise. 99 

When stated, VEGFα treatment (50 nM, BioTechne) was performed during the whole culture. 100 

Colony Forming Unit in Culture (CFU-C) assay 101 

CFU-C cultures were started with the progeny of 500 sorted HSPC cultured during two days in 102 

transduction medium in triplicates. They were seeded in 1 mL of methylcellulose medium H4435 103 

(StemCell Technologies). After 12-14 days, colonies were numerated and identified. Plates with similar 104 

numbers and types of colonies were resuspended in warm PBS and 1% of the total recovered cells was 105 

seeded in secondary culture. 106 

Long Term Culture Initiating Cells (LTC-IC) assay 107 

After two days of culture, HSPC were put in culture in 96-well plates coated with MS5 stroma in 108 

Myelocult H5100 medium (StemCell Technologies). They were cultured during 5 weeks with weekly 109 

change of half of the medium. Cells were then recovered in each well and seeded in 500 µL of 110 

methylcellulose medium H4435. The presence of colonies was assessed after 10-12 days. For extended 111 

assays, HSPC were cultured in 6-well plates during five weeks with weekly change of half of the medium. 112 
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CD34+ cells were sorted at the end of the five initial weeks then placed in culture in 96-well plates at 113 

different concentrations in limiting dilution.  114 

Transplantation experiments 115 

NOD.Cg-Prkdc(scid) Il2rg(tm1Wjll)/SzJ (NSG) (Jackson Laboratory, Bar Harbor, ME, USA) mice were 116 

housed in the pathogen-free animal facility of IRCM, CEA, Fontenay-aux-Roses, France. Adult 8-12 117 

weeks-old NSG mice received a 2,5 Gy sublethal irradiation using a GSRD1-irradiator (137Cs source, GSM) 118 

and were anesthetized with isoflurane before intravenous retro-orbital injection (i.v.) of human cells. 119 

All experimental procedures were done in compliance with French Ministry of Agriculture regulations 120 

(animal facility registration number: D9203202, APAFIS #20464-201904301501699) for animal 121 

experimentation and in accordance with a local ethical committee (#44). CD34+ were treated and 122 

cultured during 2 days in the transduction medium before being numerated to be able to transplant the 123 

exact same number of cells to each mouse. Mice were sacrificed after 12-16 weeks and bone marrow 124 

(from femurs and tibias) and blood were harvested for analysis. In the case of secondary experiments, 125 

the equivalent of 4.106 hCD45+ cells were injected in each secondary recipient mice. For limiting dilution 126 

experiments, CD34+ cells were cultured in bulk during two days in transduction medium after pre-127 

treatment (or not) with NAC 50 µM or Tempol 300 µM. Total cells were then numerated and increasing 128 

numbers (5 000, 10 000, 25 000 and 100 000) were injected i.v. to irradiated mice. Chimerism in bone 129 

marrow was assessed after 12 to 16 weeks as previously described. 130 

Microarray transcriptomic analysis 131 

For the transcriptomic analysis, an Affymetrix Human Clariom D chip was used according to 132 

manufacturer instructions. 3 samples of sorted HSPC from different pools of CB were used for each 133 

condition. Results were analysed on Affymetrix TAC Software, GSEA and Molecular Signature. 134 

Differentiel expression of genes was considered true when fold change was superior to 2 and p-value 135 

inferior to 0.05. 136 

Flow cytometry 137 

Surface staining was performed for at least 15 min in the dark in room temperature before washing and 138 

resuspending cells in PBS. Antibodies are listed in supplementary material. Hoescht and ZombiAqua 139 

(Biolegend) were used as viability markers. Intracellular p38MAPK staining was done according to 140 

manufacturer instructions for phospho-flow staining (BD Biosciences). Briefly, cells were fixed with Fix 141 

Buffer I (BD Biosciences) for 10 min at 37°C then permeabilized using Perm Buffer II (BD Biosciences) for 142 

1 hour on ice. Intracellular staining was then done in PBS with BSA and EDTA. Cells were generally 143 

analyzed either on a BD Canto II or a BD LSR II SORP (5 lasers). Cell sorting was done on a BD Influx or a 144 

BD Aria III SORP (5 lasers) (all from BD Biosciences). Experiments were analyzed using FlowJo software. 145 

Metabolic assays 146 

After staining with cell surface antibodies, cells were incubated either with TMRE (50 µM) and MTG (50 147 

nM, Life Technologies) in PBS or with 2-NBDG (100 µM, Life Technologies) in glucose-free IMDM 148 

medium (Gibco) during 30 min at 37°C and immediately analyzed on a BD Canto II or LSR-Fortessa FACS 149 

analyzer. 150 

 151 
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ROS measurement 152 

After staining with cell surface antibodies, CellRox Orange staining (Life Technologies) was performed 153 

during 30 min at 37°C. The cells were then placed on ice and immediately analyzed on a BD CantoII FACS 154 

analyzer. Pre-treatments with NAC or Tempol were performed during 1 hour prior to induction of ROS, 155 

which was either made before CellRox Orange staining with TBHP () for 30 min. or in the last 15 min of 156 

CellRox staining using H202 (100 µM). 157 

For measurement with endogenously expressed probes, the lentiviral construct is provided in 158 

supplementary material. CD34+ cells were pre-treated with NAC or Tempol for 2 hours at 37°C then 159 

placed in the presence of 10 MOI of lentivirus in transduction medium for 48 hours. Cells were then 160 

recovered and washed extensively. Cells were cultured in expansion medium to assess ROS at different 161 

timings of culture from d2 to d12 post transduction. Data were analyzed on a BD Canto II flow cytometer 162 

looking at the emission around 510 nm from excitation at 405 and 488 nm (respectively with bandpass 163 

filters 510/50 nm and 530/30 nm). 164 

Immunofluorescence (IF) 165 

HSPC were purified by cell sorting then treated or not with NAC 50 µM and Tempol 300 µM during two 166 

hours and cultured two days in transduction medium before doing IF experiments. 10 000 fresh cells 167 

were kept as control. 168 

For NRF2 translocation experiments: cells were fixed in paraformaldehyde 4% for 15 min at room 169 

temperature (RT) and washed in PBS. 10 000 HSPC were let to adhere on Poly-Prep slides (P0425-72EA, 170 

Sigma) for at least 6 hours at 4°C in PBS with calcium and magnesium, then permeabilized using PBS 171 

supplemented with bovine serum albumin (BSA, Sigma) 4 % + Triton TM X-100 (Sigma) 0,2% for 15 min. 172 

Cells were first incubated with the saturation buffer (PBS + BSA 4% + Tween (Sigma) 0,2%) for 45 min, 173 

then stained with an anti-NRF2 antibody (ab31163, AbCam) overnight at 4°C in the same buffer, washed 174 

3 times and finally stained with goat-anti-rabbit-AF647 (A-21244, LifeTechnologies) in PBS + Tween 0,2% 175 

for at least 1 hour.  176 

For assessment of 8-hydroxy-2’-deoxyguanisine (8-oxo-dG) lesions in DNA, cells were fixed in 1:1 177 

methanol/acetone (-20°C) 5 min on ice. 10000 HSPC were let to adhere on Poly-Prep slides (P0425-178 

72EA, Sigma) at 4°C for at least 6 hours in PBS with calcium and magnesium. They were treated with HCl 179 

2N (30 min), washed 3 times then neutralized with Tris-HCl pH 8,8 (5 min). Cells were permeabilized 180 

using PBS + BSA 4 % + Triton 0,2% for 15 min. Cells were first incubated 45 min with the saturation 181 

buffer (PBS + BSA 4% + Tween 0,2%) for 45 min, then stained with an anti-8-oxo-dG antibody (ab48508, 182 

AbCam) overnight at 4°C in the same buffer, washed 3 times and finally stained with goat-anti-mouse-183 

AF647 (A-21235, LifeTechnologies) in PBS + Tween 0,2% for at least 1 hour.  184 

In both cases, after 3 rounds of washing, staining with DAPI 1/2000 in PBS + Tween 0,2% was performed 185 

(5 min). Sealing of the slides was done using Fluoromount-G (Southern Biotech). Reading was done on 186 

the Leica TCS SP8 confocal microscope.  187 

qPCR 188 

qPCR was performed with commercially available Taqman assays in FAM-MGB (ThermoFisher) on a 189 

StepOne Plus thermocycler (ThermoFisher). 190 
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Statistics 191 

Statistical analyses were performed on Prism Software using predefined tests. Limiting dilutions 192 

analyses in vivo and in vitro were analyzed using L-Calc software. In all the results, significance is stated 193 

with stars according to: *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001. 194 

 195 

Results 196 

Tempol decreases oxidative stress 197 

First, the antioxidant effect of NAC and Tempol on ROS level in HSC was characterized, at the 198 

concentration 50 nM and 300 nM respectively. To do so, CD34+ cells were pretreated with NAC or 199 

Tempol before inducing oxidative stress with Tert-butyl-hydroperoxyde (TBHP) and measuring ROS 200 

levels with CellRox Orange staining. NAC but mostly Tempol inhibited ROS increase induced by pro-201 

oxidant molecule TBHP (Figure 1A). However, after two days of culture in transduction medium, no 202 

significant decrease in ROS in NAC and Tempol pretreated HSPC could be evidenced (Figure 1B). Of note, 203 

levels of ROS are known to be very low in this population, so we believe this result could be due to a 204 

lack of sensitivity of this probe when ROS levels are too weak. To circumvent this, other techniques were 205 

implemented to highlight their antioxidant action. First, we used another type of genetically encoded 206 

ROS probe, mito-Grx1-roGFP2, expressed by CD34+ cells after lentiviral transduction[23], [24]. This 207 

probe is specific of the oxidation status of GRX1 protein and thus of glutathione, and is addressed to the 208 

mitochondria. Cells were transduced with the lentivirus for two days after the antioxidant treatment 209 

and the oxidation status was monitored at several time points of culture. The addition of Tempol during 210 

the whole culture (chronic Tempol) was also evaluated. NAC having a very short half-life (less than a few 211 

hours), we did not investigate its effect in chronic treatment. As positive and negative controls, cells 212 

were treated with the oxidant and reducing agents, H2O2 and DTT respectively. The frequency of 213 

oxidized fraction increased and decreased respectively as expected (Figure S1A). However, as seen with 214 

CellRox Orange, in all conditions very few cells were in an oxidized state (Figure 5C) at d2. During culture, 215 

the oxidized fraction increased a little over time, which was inhibited by chronic treatment with Tempol 216 

and at a lesser extent with pre-treatment (Figure 1C-D). Of note, NAC and Tempol did not alter lentiviral 217 

transduction efficiency (Figure S1B). To fully demonstrate the effect of antioxidants in inhibiting ROS 218 

production, we analyzed the expression of different antioxidant genes performing an “antioxidogram” 219 

which provides a synthetic view of many antioxidant pathways activation [25]. Oxidative stress was 220 

induced in HSPC cultured 2 days (black bold line) in transduction medium compared to uncultured HSPC 221 

(dashed line), since many antioxidant proteins were significantly overexpressed compared to uncultured 222 

cells (Figure 5E). On the contrary, the curves of NAC and Tempol pretreated cells were globally shifted 223 

down compared to untreated one, many of these genes being down-regulated. Their expression levels 224 

were then not statistically different from the basal level of uncultured cells (Figure 1E). This indicated 225 

that NAC and Tempol were able to preserve low oxidative stress, mostly comparable between 226 

antioxidant-treated d2 and d0 HSPC. However, no difference in NRF2 translocation nor DNA oxidative 227 

damage by 8-oxo-dG staining could be detected between treated and untreated samples (Figure S1C-228 

F). Plus, unexpectedly, a decrease of 8-oxo-dG staining was even visible at day 2 compared to fresh cells. 229 

We hypothesize the timing may not be adequate and that this type of damages may not be visible after 230 

two days of culture; or that sorting may have triggered additional stress and damage to uncultured cells, 231 
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repaired afterwards. Altogether, these results showed that Tempol and NAC did preserve d2 HSPC from 232 

the increase of oxidative stress during culture. 233 

Antioxidants increase HSC maintenance of immaturity features during culture 234 

To understand how the antioxidants can protect HSPC ex vivo, several parameters were monitored, such 235 

as immaturity cell surface marker, proliferation, cell division rate or mitochondrial activity, at different 236 

time points of liquid culture after pretreatment with NAC and Tempol. Considering the effect of chronic 237 

pretreatment with Tempol on ROS levels during culture, this condition was added too. As expected, a 238 

progressive loss of immaturity markers such as CD34 and CD90 was observed during culture (Figure 2A). 239 

Chronic treatment with Tempol induced a decrease in the proliferation capacities of CD34+ cells and 240 

sorted HSPC, which was not seen after Tempol pretreatement (Figure 2B). This was not due to toxicity 241 

(not shown), but rather to a decrease of cells cycling activity, as shown by CFSE staining (Figure 2C). 242 

Although quiescence is a characteristic of HSC, since the goal was not to decrease the number of cells 243 

to be recovered at the end of the culture for potential clinical applications in transplantation, we chose 244 

not to continue with chronic exposure to Tempol, but rather used the pretreatment strategy. Plus, pre-245 

treatment with Tempol still allowed an increase of the frequency of phenotypic HSPC during culture 246 

(Figure 2D), with no impact on the cell cycle at day 2 (Figure 2E) and thus on the number of cells 247 

recovered in both media (Figure S1C). NAC had roughly no effect on neither the proliferation nor the 248 

maintenance of the phenotype (Figure 2D and S1G). Since ROS levels can be related to mitochondria 249 

function and given that metabolic status is an important component of HSC quiescence and self-renewal 250 

properties, mitochondrial activation was also monitored in NAC and Tempol pretreated conditions. We 251 

noticed a slow decrease of the mitochondrial potential, measured using TMRE probe, throughout 252 

culture in Tempol-treated cells (Figure 5F). At day 7, mitochondria in Tempol-treated cells were 253 

significantly less active than untreated counterparts. Of note, after only 2 days of culture, no difference 254 

was detected. However, no effect of antioxidants could be evidenced concerning the mitochondrial 255 

mass and the glucose uptake (Figure S1H-I).  256 

Antioxidants improve functional capacities in vitro 257 

To investigate the impact of antioxidants on HSC functional capacities, we performed CFU-C 258 

experiments with 2 days-cultured (d2) HSPC and replated them serially. HSPC were sorted accorded to 259 

usual gating for CD34+CD38-/lowCD45RA-CD90+ (Figure S2A) In primary cultures, the number of colonies 260 

generated was equivalent in all conditions (Figure 3A). However, in secondary cultures, a significant 261 

increased number of colonies was generated (Figure 3B-C), up to 2 times when HSPC were pre-treated 262 

with Tempol prior culture. This suggested either a better preservation of immature progenitor cells or 263 

an increased self-renewal potential of HSC, giving rise to a larger number of differentiated cells on 264 

secondary replatings. Of note, no bias in the type of CFU-C was observed, demonstrating that neither 265 

NAC nor Tempol impacted HSPC differentiation (Figure S2B-C). Plus, no further beneficial effect of 266 

chronic treatment with Tempol was obtained compared to pretreatment (data not shown). Therefore, 267 

LTC-IC assay was performed to assess the effect of antioxidants on the frequency of the most immature 268 

cells. After 5 weeks in LTC-IC conditions, the frequencies of LTC-IC in Tempol d2 and NAC d2 HSPC 269 

populations were increased compared to d2 non treated HSPC subset, being closer to frequencies 270 

obtained with uncultured HSPC (Figure 3D). To evaluate the capacity of these cells to self-renew, the 271 

similar experiment was conducted but with extended culture period (10 weeks). After the 5 first weeks 272 
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of culture in bulk, CD34+ cells were purified (Figure S2D) by cell sorting and seeded in limiting dilution 273 

for 5 more weeks. After this total of 10 weeks of culture, the LTC-IC frequency rose up to 50% for Tempol 274 

d2 HSPC compared to untreated ones (Figure 3E).  275 

Antioxidants allow a better engraftment in vivo 276 

To confirm these results, transplantations in vivo using NSG mice irradiated sublethally (2,5 Gy) were 277 

performed. CD34+ cells were first pre-treated or not with antioxidant and cultured 2 days in transduction 278 

medium. First, low numbers of cultured CD34+ (10.000 to 25.000 depending on experiments) were 279 

transplanted to assess the primary reconstitution ability (Figure 4A).  Mice were sacrificed after 12 to 280 

16 weeks to assess the long-term reconstitution potential by looking at human chimerism with CD45 281 

staining (Figure S3A). d2 HSPC failed to generate as efficiently as d0 HSPC human hematopoietic cell in 282 

NSG mouse BM. HSPC treatment with antioxidants partially rescued HSC abilities to engraft into NSG 283 

mice  (Figure 4B). Neither a myeloid nor a lymphoid bias were detectable (Figure S2B-C). However, using 284 

classical HSPC markers, a tendency to a higher percentage of HSPC in the mice receiving antioxidant-285 

treated d2 CD34+ were observed, suggesting that antioxidants partially preserved the hematopoietic 286 

reconstitution potential of HSPC during the 2 days culture step (Figure 4C). To further prove the benefits 287 

of antioxidants on HSC self-renewal abilities, serial transplantation assay was performed. For primary 288 

transplantation, a high number of CD34+ cells was transplanted (100.000 to 250.000) to ensure a robust 289 

chimerism and secondary transplantation feasibility (Figure S2G). We then transplanted whole bone 290 

marrow containing 4 million of hCD45+ cells in each secondary recipient (Figure 4D). Unfortunately, 291 

secondary grafts are not easily done in NSG mice, and we were able to obtain only one positive 292 

experiment (Figure 4E). Though, looking at the chimerism level, we noticed a benefit of especially 293 

Tempol on the secondary engraftment capacities of cultured CD34+ cells, suggesting an improvement 294 

of their self-renewal capacities (Figure 4E). The same kind of tendency about the percentage of HSC was 295 

observed, although not statistically significant (Figure 4F). However, performing limiting dilution 296 

analyses in vivo, we were not able to demonstrate an increase in SCID repopulating cells (SRC) frequency 297 

although the chimerism was higher for a same given dose of cell in antioxidant treated conditions (Figure 298 

S2H-I). 299 

Culture in cytokines-enriched medium does induce major changes in HSC transcriptomic profile. 300 

In order to understand the effects of the antioxidants on d2 cultured HSC, we performed transcriptomic 301 

analysis using CLARIOM D microarray technology. In this purpose, HSPC were purified by cell sorting 302 

based on the CD34+CD38-CD45RA-CD90+ phenotype. We compared the transcriptional profile of d2 303 

untreated, d2 Tempol and d2 NAC-treated HSPC along with uncultured HSPC. As expected, d2 untreated 304 

and d0 HSPC clustered separately in principal component analysis (Figure 5A), revealing different 305 

transcriptomic landscapes. 14831 genes were differentially regulated after the culture (Figure 5B-C). 306 

This analysis provided the confirmation that 2 days in culture induced oxidative stress in HSPC. Indeed, 307 

when performing a Gene Ontology analysis on GSEA software, numerous pathways upregulated after 2 308 

days of culture were uncovered related to cell cycle, DNA damage, or ROS production (Figure 5D). On 309 

the contrary, signatures related to hypoxia were downregulated in d2 HSPC. Using gene sets specific of 310 

HSC signatures published elsewhere [26]–[30], we could highlight a significant loss of these signatures 311 

in d2 HSPC demonstrating that culturing 2 days HSPC led to switching on cell cycle activation and 312 

oxidative stress programs while switching off stemness ones. (Figure 5E-F). These results confirmed the 313 
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hypothesis that ex vivo culture drove the loss of quiescence, cell cycle entry and differentiation of HSC, 314 

possibly via production of ROS.  315 

Tempol may act through p38MAPK inactivation and intracrine regulation by VEGF 316 

We also analyzed the transcriptomic differences between untreated and Tempol-treated HSC cultured 317 

during 2 days. Few genes were differentially expressed and we could not highlight major differences 318 

performing GSEA analyzes (Figure S3G). However, one gene drew our attention: VEGFA was significantly 319 

more expressed after treatment with Tempol compared to untreated samples (Figure 6C). This result is 320 

interesting considering the different papers highlighting the role of VEGF signaling in HSC [31], [32]. To 321 

further validate this, we performed qPCR and confirmed the result (Figure 6D). We also checked for the 322 

expression of VEGF receptor 2 (VEGFR2) at HSC surface at different time-points in culture, in 323 

transduction and expansion media. Interestingly, its expression was drastically downregulated upon 324 

chronic treatment with Tempol during the whole culture (Figure 6E). This effect was not visible after 325 

only a pre-treatment. We hypothesized that this could be due to a more important intracellular 326 

production that would make unnecessary the expression of this receptor on the cell surface. Surprisingly 327 

though, supplementation with VEGF during the culture did not induce changes in the expression of 328 

VEGFR (Figure 6E) nor the expression of immaturity markers CD34 and CD90 (Figure 6F). Thus we 329 

wanted to see if supplementation with VEGF still could mimic the functional effects of Tempol or not. 330 

To do so, we performed CFU-C experiments with VEGF treatment. Alike Tempol, but to a lesser extent, 331 

this treatment led to an increase in colony generation in secondary culture, and hence in HSC long-term 332 

functional properties (Figure 6G). This may suggest that VEGFα is not the only actor in Tempol effect.  333 

Indeed, after 2-days of culture, a significant decrease of the phosphorylation of p38MAPK in 334 

antioxidants pre-treated cells was evidenced (Figure 6A-B). This result strengthens the message that 335 

ROS level is reduced by antioxidant treatments, since p38MAPK was shown to be involved in ROS 336 

response [13], [21], but also provides a candidate pathway to explain the improvement of HSC 337 

functionality.  338 

 339 

Discussion 340 

Our results provide a proof of concept that antioxidant treatment may be a valid strategy to prevent 341 

HSC loss during ex vivo culture for gene therapy protocols. Indeed, NAC and Tempol harbor potent 342 

antioxidant activity and induce a decrease of oxidative stress endured by HSC after two days of culture. 343 

This has beneficial consequences on phenotypic features of immaturity, such as surface markers and 344 

low mitochondrial activity, and on HSC functional capacities. Indeed, antioxidant pre-treatment 345 

enhanced in vitro generation of CFU-C, increased frequency of LTC-IC and rescued the loss of 346 

hematopoietic reconstitution abilities induced by culture in an immunodeficient mouse model. We also 347 

evaluated the consequences of culture on HSC transcriptome, confirming that cell cycle entry and 348 

oxidative stress are the major drivers of the loss of functionality witnessed. Finally, it was demonstrated 349 

that antioxidant effects are mediated at least in part by inhibition of p38MAPK pathway and increase of 350 

VEGFα signaling during culture. Hence, we believe it is worth using antioxidant to ameliorate HSC 351 

maintenance during culture for lentiviral transduction.  352 
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Using ROS inhibition is a strategy that has also been evaluated by other groups. Hypoxia was for a long-353 

time a well studied method to avoid ROS increase in HSC transplantation. Indeed it has been shown by 354 

many groups that hypoxia preserves HSC, both during the culture, and immediately at the time of HSC 355 

collection. However, working in hypoxia may be difficult to apply in clinics. The idea of working with 356 

antioxidants was proposed more than 10 years ago with suggestions such as GSH during collection or 357 

acid ascorbic derivatives during culture [33]. Plus, several other teams demonstrated a beneficial impact 358 

of reduction of ROS. For instance, adding cyclosporin right at the moment of CB harvesting could help 359 

reducing ROS levels and protecting HSC [15]. Plus, a nice study in which HSC were culture in hydrophilic 360 

gels, with drastic increase in their number without differentiation, also witnessed a significant decrease 361 

in ROS levels in their system [18]. Recently, another team identified a small molecule compounds with 362 

antioxidant properties, Chrysin, which could also help to preserve HSC during ex vivo culture [34].  363 

Futhermore, we have shown that culture induces major changes in HSC transcriptomic landscape. In 364 

particular, we found that some genes involved in epigenetic modifications, such as TET2 and DNMT3B, 365 

were differentially expressed. While no normalization of the expression of these genes could be 366 

observed after only two days of culture, it is tempting to believe they, or other proteins involved in 367 

epigenetic modifications, could be targets of antioxidants. Indeed, only a short contact with antioxidants 368 

triggers long lasting functional effects, suggesting reprogramming towards “stemness” (or lack of 369 

reprogramming towards differentiation). This relates to the fact that it is now more and more known 370 

that epigenetic modifications are involved in HSC fate and properties [35], [36] and even in HSC 371 

maintenance ex vivo [37]. For instance, a recent paper focusing on calcium concentrations modulation 372 

to improve HSC expansion demonstrated an implication of TET2 in the observed effects [38]. Thus, it 373 

would be interesting to focus on eventual epigenetic modifications triggered by antioxidants and to 374 

combine Tempol with epigenetic modifiers to see if they could synergize.  375 

To finish with, while this study has mainly been completed on CB HSPC, we believe it might be applicable 376 

to other types of HSC such as bone marrow or peripheral blood HSC. Indeed, it is well known that adult 377 

HSC are less efficient for reconstituting the hematopoietic system compared to CB HSC [39]. However, 378 

bone marrow or peripheral blood CD34+ are the cells used in the case of autologous graft and gene 379 

therapy for instance. It is then worth trying to preserve these cells as well. In addition, increase of ROS 380 

and p38MAPK activation are often linked to HSC aging [40], [41]. It would then be even more important 381 

to protect these cells from further oxidative stress to optimize gene therapy protocols. 382 

Altogether, these results confirm that NAC treatment is helpful for HSC maintenance [42] and propose 383 

Tempol as well as a novel antioxidant agent for HSC protection. Since Tempol is recently more and more 384 

studied for its protective effects in a wide range of pathologies[43]–[45], it might be interesting now to 385 

validate its action into clinics and to approve it as a treatment for oxidative stress related disorders. 386 
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 531 

Figure Legends 532 

Figure 1: Antioxidants decrease ROS and oxidative stress response. 533 

A. CellRox Orange staining of CD34+ cells after treatment with pro and antioxidants: demonstration of 534 

the antioxidant activity of NAC and Tempol. B. CellRox Orange staining of CD34+ cells after 2 days of 535 

culture, gating on CD34+CD45RA-CD90+CD133+ cells C. Dot plots showing distribution of cells between 536 

oxidized and reduced state. D. Quantification of oxidized vs reduced cells during culture. Ratio of % of 537 
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cells in an oxidized state (fluorescence excitation at 405 nm) over % of cells in a reduced state 538 

(fluorescence excitation at 488 nm) overtime. Log10 scale. Kruskall-Wallis test for each day. E. 539 

Antioxidogram displaying the relative expression of antioxidant genes determined by qPCR compared 540 

to fresh cells. Grey zone: no significant difference. Dashed lines: genes being differentially expressed in 541 

cultured cells compared to fresh cells. 542 

Figure 2: Antioxidants improve maintenance at immaturity markers. 543 

A. Gating strategy and progressive loss of CD34 and CD90 markers during culture. B. Comparison of 544 

CD34+ cell growth in expansion medium between pre-treatment and chronic treatment with Tempol 545 

300 µM. C. CFSE staining of sorted HSPC treated with chronic Tempol 300 µM compared to untreated 546 

cells. One representative example out of 3 independent experiments. D. % of HSC still harboring CD34, 547 

CD90 and CD133 markers after indicated days of culture relative to untreated condition. n>5, 548 

Kruskall&Wallis test for each day. E. % of cells in each cell cycle state determined by Ki67 and Hoescht 549 

staining.  F. % of TMRE positive cells after several days in liquid culture. n=4, 2 way-ANOVA test. 550 

Figure 3: Antioxidants improve long-term in vitro HSC functionality. 551 

A. Primary CFU-C: 500 cells were seeded per plate in triplicate. n=5. B. Secondary CFU-C: 1% of total 552 

cells of equivalent primary plates were seeded in triplicate. n=5, Mann&Whitney test. C. Photos of 553 

secondary CFU-C plates. One representative example out of triplicates from 5 experiments. D. 554 

Representation of negative wells % from normal LTC-IC in limiting dilution (5 weeks) and quantification 555 

of LTC-IC frequency. n=3. E. Representation of negative wells % from extended LTC-IC (10 weeks) in 556 

limiting dilution and quantification of LTC-IC frequency. n=3. 557 

Figure 4: Antioxidants improve HSC reconstitution capacity in vivo and self-renewal. 558 

A. Schematic representation of the transplantation procedure for evaluation of the primary 559 

hematopoietic reconstitution capacities. B. % of human bone marrow chimerism obtained after 12 to 560 

16 weeks. n=4. C. % of phenotypic HSPC (CD34+CD38lowCD45RA-CD90+) in human cells recovered from 561 

the bone marrow. n=4 D. Schematic representation of the transplantation procedure for the evaluation 562 

of serial reconstitution capacities and self-renewal. E. % of human bone marrow chimerism obtained in 563 

secondary transplantation after 12 to 16 weeks. n=1. F. % of phenotypic HSPC (CD34+CD38lowCD45RA-564 

CD90+) in human cells recovered from the bone marrow after the secondary transplantation. n=1. 565 

Figure 5: 2-day culture does induce major differences in gene expression 566 

A. Principal component analysis of data: uncultured cells and 2-day cultured cells cluster separately. B. 567 

Volcano plot of data: a great number of genes are differentially expressed between the two conditions. 568 

C. Heatmap of the most deregulated genes. D. GSEA hallmark analysis of the data: several pathways are 569 

significantly different. For instance, hypoxia signature is downregulated in 2-day cultured cells while cell 570 

cycle, fatty acid metabolism and oxidative phosphorylation are upregulated, indicating changes in the 571 

metabolic pathways. E and F. Molecular signature analysis with gene sets obtained from previous 572 

publications. E. Upregulated signatures in cultured cells: cell cycle signatures are upregulated (red 573 

arrows). F. downregulated signatures in cultured cells: HSC signatures are downregulated (blue arrows). 574 

Figure 6: Tempol may work through VEGF𝒂 to preserve HSC functionalities 575 
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 A. Quantification of VEGFA expression obtained by transcriptomic data. n=3, One-way ANOVA. B. 576 

Validation of the microarray data by qPCR. n=3. C. Surface expression of VEGFR2 throughout culture of 577 

CD34+ cells in expansion medium. n=3, two-way ANOVA. D. Percentage of phenotypic HSC during culture 578 

in cells treated with VEGFα compared to untreated cells. n=3. E. Secondary CFU-C obtained after 579 

treatment with VEGFα compared to untreated or Tempol-treated cells. n=1. F. FACS histograms 580 

representing the level of phosphorylated p38MAPK (P-p38MAPK) in phenotypic HSPC after 2 days of 581 

culture in transduction medium. One representative example out of 4 G. Quantification of MFI of P-582 

p38MAPK relative to untreated condition. n=4, One-way ANOVA test. 583 
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Figure 2: Antioxidants improve maintenance of immaturity markers.
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Condition LTC-IC 
frequency

Day 0 1/4

Day 2 Untreated 1/11

Day 2 NAC 50 µM 1/6

Day 2 Tempol 300 µM 1/5
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Extended 
LTC-IC 
frequency

Day 2 Untreated 1/98

Day 2 NAC 50 µM 1/71

Day 2 Tempol 300 µM 1/66

Figure 3: Antioxidants improve long-term in vitro HSC functionality.
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Figure 4: Antioxidants improve HSC reconstitution capacity in vivo and
self-renewal.
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Figure 5: 2-day culture does induce major differences in gene expression
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Figure 6: NAC and Tempol may work through VEGF𝒂 to preserve HSC 
functionalities
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Supplemental data 

Supplemental figure legends 

Table 1: Antibodies used 

Figure S1 related to Figures 1 and 2: A. Demonstration of the sensitivity of endogenous mito-Grx1-

roGFP2 probe thanks to oxidant agent H2O2 or reducing agent DTT. B. Lentiviral transduction efficiency 

depending on the treatment with usual lentiviral constructions used in-house. C. 8oxoG staining, max 

projection. One representative exemple for each condition. D. Quantification of mean fluorescence 

intensity of 8oxoG in the nucleus, n>50 cells from 3 independent experiments. Statistics compared to 

untreated condition. E. NRF2 staining, max projection. One representative example for each condition. 

F. Quantification of mean fluorescence intensity of NRF2 in the nucleus, n>50 cells from 4 independent 

experiments. Statistics compared to untreated condition. G. Cell growth with NAC and Tempol starting 

with CD34+ cells. H.Mitochondrial mass  measured by MitoTracker Green is not affected by NAC and 

Tempol pre-treatments during culture. n=4. I. Glucose uptake measure by 2-NBDG staining is not 

affected by NAC and Tempol pre-treatments during culture. n=3. 

Figure S2 related to Figure 3: A. Gating strategy used for CB HSC sorting. B. Repartition of the different 

types of colonies in primary CFU-C. n=5. C. Repartition of the different types of colonies in secondary 

CFU-C. n=5. D. Sorting strategy for extended LTC-IC. 

Figure S3 related to Figure 4 and 6: A. FACS dot plot of bone marrow staining with antibodies against 

human and murine CD45. Representative example. B. Repartition of different mature lineages (B, T and 

myeloid cells) in human cells in the bone marrow of NSG mice 12 to 16 weeks after transplantation. C. 

Gating strategy used to determine the % of cells in every lineage. D. Chimerism obtained in the bone 

marrow of NSG mice 12 to 16 weeks after transplantation in limiting dilution. A mouse was considered 

positive if the chimerism was above 2%. Data are pooled from 3 independent experiments with different 

cord bloods. E. Limiting dilution analysis of transplantation experiments. No significance was found. G. 

Diagrams from TAC software showing differentially expressed genes between Tempol d2 and untreated 

d2 conditions from Affymetrix microarray experiments. 

 



Ab name Clone Fluorochrome Reference Brand

CD90 5E10 APC 559869 BD Bioscience

CD34 581 PE-Cy7 343516 Biolegend

CD34 581 PerCPCy5.5 343522 Biolegend

CD38 HB-7 FITC 356610 Biolegend

CD45RA HI100 PE 304108 Biolegend

CD45RA REA1047 APCVio770 130-117-747 MiltenyiBiotec

CD45RA HI100 BV421 562885 BD Biosciences

CD45 REA747 VioGreen 130-110-638 MiltenyiBiotec

CD45 HI30 PE 304008 Biolegend

CD14 M5E2 PE 301850 Biolegend

CD15 W6D3 PE 323006 Biolegend

CD3 SK7 APCCy7 344818 Biolegend

CD19 SJ25C1 PerCPCy5.5 45-0198-42 Life Technologies

CD45 (mouse) 30-F11 APC 17-0451-83 eBiosciences

Ki67 B56 FITC 556026 BD Biosciences

Phospho-p38MAPK 
(Thr130/Tyr182)

3D7 PE 6908S Cell Signaling

8-Hydroxy-2’-
deoxyguanosine 
(8oxodG)

N45.1 purified ab48508 abcam

NRF2 polyclonal Purified (rabbit) ab31163 abcam

Goat-anti-rabbit polyclonal AF647 A-21244 Life Technologies

Goat-anti-mouse polyclonal AF647 A-21235 Life Technologies
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4. Résultats complémentaires obtenus sur les CSH murines 
 

Au cours de ma thèse, j’ai souhaité confirmer certains résultats sur les CSH de souris, dans 
l’optique d’utiliser des modèles murins pour mieux caractériser l’action des antioxydants. Par exemple, 
il aurait été intéressant de caractériser l’impact du Tempol sur le statut « dormant » des CSH, par 

exemple à l’aide des modèles génétiques cités en introduction (H2B-GFP ou GPRC5C-YFP) ; ou encore 

de caractériser l’implication de différentes protéines dans les effets observés par l’utilisation de modèle 
de knock-out (KO). Si cet axe n’a finalement pas été une priorité par la suite, nous avons néanmoins pu 
confirmer quelques résultats obtenus chez l’homme sur le modèle murin. 

 

a. CFU-C 
 

Tout d’abord, nous avons réalisé des tests fonctionnels CFU-C en série sur les CSPH murines, 

afin d’évaluer les capacités de clonogénicité et de différenciation et de mimer l’auto-renouvèlement par 

cultures successives. 

Matériel et méthodes 

Des souris C57BL/6 ont été sacrifiées et la moelle osseuse récupérée à partir des fémurs, tibias 

et hanches. Une sélection magnétique des cellules Lin- a été réalisée grâce au kit « Direct Lineage Cell 

Depletion » (Miltenyi Biotec). Les cellules LSK ont été triées sur un trieur BD Influx ou BD AriaII, traitées 

deux heures avec du NAC 50 µM ou du Tempol 300 µM (ou non) puis mises en culture pendant 2 jours 

dans un milieu de transduction murin : BIT 9500 (StemCell Technologies) additionné de SCF (100 ng/mL), 

FLT3L (100 ng/mL), TPO (10 nM), IL3 (20 ng/mL) et IL6 (10 ng/mL)). 500 cellules ont ensuite été mises 

en methylcellulose (M3434, StemCell Technologies) par plaque en triplicat. Les colonies ont été 

numérées au bout de 7 jours, et 1% des cellules totales ont été replantées en culture secondaire. 

Résultats 

 Nous avons démontré, comme sur les CSPH humaines, que les antioxydants n’ont pas d’effet 
sur la clonogénicité primaire des CSPH murines (Figure 21A) mais améliorent leur capacité à générer 

des colonies secondaires (Figure 21B). De plus, nous sommes parvenus à obtenir une culture tertiaire à 

une seule reprise, qui nous a permis de démontrer la perte totale des capacités clonogéniques des CSPH 

non traitées, alors que les CSPH pré-traitées avec des antioxydants peuvent générer des colonies 

tertiaires (Figure 21C). Il s’agit alors essentiellement de CFU-G et CFU-M, et le NAC est beaucoup plus 

efficace que le Tempol dans le maintien de ces capacités à long-terme. 
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Résultats 

Une baisse de l’activation de p38MAPK est observée dans les CSH murines phénotypiques (LSK 
CD150+CD48-) après traitement par le NAC et le Tempol par rapport aux CSH murines non traitées. Cette 

diminution est encore plus drastique que pour les CSH humaines (50% de diminution contre 20% pour 

les humaines). Ceci indique probablement une implication forte de la voie p38MAPK dans les 

mécanismes induits par les antioxydants et les effets fonctionnels observés chez la souris.  

 

5. Résumé 
 

Dans ce travail, nous avons étudié la faisabilité d’un traitement antioxydant dans le cadre de 
cultures ex vivo pour la thérapie génique. Nous avons utilisé deux antioxydants différents, l’un bien 
connu et utilisé en clinique, le NAC ; et l’autre encore peu utilisé, le Tempol. La méthode consiste en un 
pré-traitement de 2 heures avant la mise en culture dans un milieu de transduction pendant 2 jours, 

proche de ce qui peut se faire en clinique pour la thérapie génique, afin d’évaluer les différences 
phénotypiques, transcriptomiques, et la fonctionnalité des CSH. 

Nous avons tout d’abord confirmé le pouvoir antioxydant des deux molécules utilisées, par des 

méthodes de mesures de ROS et de l’expression de gènes antioxydants après culture. Le pré-traitement 

a pour conséquence une amplification de la fréquence de cellules au phénotype immature (marqueurs 

de surface et activité mitochondriale) pendant la culture, visible surtout avec le Tempol et à partir de 4 

jours de culture. Nous avons par ailleurs choisi de ne réaliser qu’un pré-traitement au Tempol et non un 

traitement chronique, car celui-ci, malgré une meilleure amélioration du phénotype, induit une 

diminution du cycle cellulaire et de la prolifération. Cette décision est liée à une optique clinique pour 

laquelle une diminution du nombre de cellules n’est pas souhaitée. 

La fonctionnalité des CSPH est augmentée après traitement antioxydant et deux jours de 

culture, tel qu’observé par une augmentation du nombre de CFU-C secondaires et du pourcentage de 

reconstitution hématopoïétique en souris NSG. De plus, les tests in vitro de LTC-IC et LTC-IC 

« extended », ainsi que des expériences de transplantation en série, suggèrent une amélioration tu 

potentiel d’auto-renouvèlement des CSH tout d’abord confirmé que la culture dans des milieux enrichis 
en cytokines utilisés pour la transduction des CSH humaines provoquait une perte non négligeable de 

leurs propriétés, en particulier après seulement 2 jours de culture, durée moyenne utilisée dans les 

protocoles de thérapie génique. Cette perte se traduit à la fois in vivo, avec une diminution du 

chimérisme observé par rapport à des CSH fraîches, mais aussi au niveau transcriptomique. Les 

signatures génétiques spécifiques des CSH sont en effet diminuées tandis que d’autres liées au cycle 
cellulaire par exemple sont amplifiées.  

Cette étude transcriptomique n’a pas permis de mettre en évidence une différence flagrante 
entre les cellules traitées avec les antioxydants et les cellules non traitées. Cependant, l’expression de 
VEGFA est augmentée après traitement au Tempol, laissant à penser à une éventuelle implication 

implication de la protéine VEGFα dans ses effets. L’activation de la voie p38MAPK est également réduite. 

Ceci nous permet de proposer des pistes de mécanismes concernant l’effet biologique du Tempol, au-

delà de ces propriétés antioxydantes. 
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Discussion  
 
Résumé 
 

Au cours de ma thèse, j’ai abordé le sujet de la régulation des propriétés des CSH, et en 
particulier de leur auto-renouvèlement, à travers le prisme du stress oxydant. En effet, parmi les 

nombreux acteurs qui assurent le maintien des propriétés des CSH, le taux d’oxygène à proximité 
immédiate des CSH semble avoir un impact majeur. Il permet en effet de réguler le métabolisme de la 

cellule et par conséquent son taux de ROS. Or, la quantité de ROS dans la CSH est une donnée cruciale 

pour la régulation de sa prolifération, de son auto-renouvèlement et de sa différenciation (pour revue 

Bigarella et al., 2014; Ludin et al., 2014; Prieto-Bermejo et al., 2018; Sardina et al., 2012) . De plus, ce 

taux est très sensible à de nombreux facteurs et régule un certain nombre de voies essentielles au 

maintien des CSH (Bigarella et al., 2017; Maryanovich et al., 2012; Tothova et al., 2007). 

J’ai tout d’abord étudié le rôle d’un facteur environnemental sur les CSH : les radiations 

ionisantes. Il est très connu que les fortes doses de radiations ionisantes ont un impact majeur sur les 

CSH, entraînant majoritairement une augmentation des ROS et des dommages à l’ADN, menant 
potentiellement à l’apoptose des cellules. Cependant, le rôle des faibles doses a longtemps été laissé 
de côté, notamment à cause de l’existence supposée d’un effet de seuil dans les radiations ionisantes. 
Suite à des inquiétudes concernant l’incidence de cancers cérébraux et hématopoïétiques chez des 

enfants soumis à des CT scans réguliers (Pearce et al., 2012), et parce que le système hématopoïétique 

est un des organes les plus radiosensibles, nous avons abordé la question du rôle des faibles doses de 

radiation ionisantes sur les CSH. Nous avons observé que celles-ci avaient un effet majeur sur les 

propriétés fonctionnelles à long-terme des CSH in vitro et in vivo, suggérant un défaut d’auto-

renouvèlement. Cependant, une majorité des facteurs habituellement modulés par l’irradiation, comme 

l’apoptose, les cassures double-brin de l’ADN ou encore la phosphorylation d’ATM ou de p53, n’étaient 
pas observés. Nous avons cependant montré que cet effet était lié à une augmentation importante mais 

transitoire des ROS dans les cellules, visible également par une activation de la translocation nucléaire 

de NRF2 et l’existence de dommage oxydatifs sur l’ADN du type 8-oxo-dG. Cette augmentation de ROS 

induit dans les CSH une activation de la voie p38MAPK. De façon intéressante, il a été possible de 

restaurer les propriétés des CSH grâce à un traitement antioxydant par le NAC ou par un inhibiteur de 

p38MAPK, montrant que cette augmentation des ROS menant à l’activation cette voie était bien à 
l’origine des défauts d’auto-renouvèlement constatés.  

Je me suis ensuite intéressée à la possibilité de réduire le taux de ROS dans d’autres conditions 
de stress oxydant que l’irradiation. Beaucoup de paramètres peuvent en effet affecter la génération de 

ces molécules dans les CSH, comme le vieillissement, des conditions inflammatoires, etc (pour revue 

Pietras, 2017; Porto et al., 2015). En particulier, un axe de recherche très important concernant les CSH 

est la possibilité de les cultiver ex vivo en vue de leur expansion et/ou de leur modification génétique 

pour une utilisation clinique. Cependant, les méthodes actuellement validées au niveau clinique 

induisent une perte des propriétés des CSH. De nombreuses équipes étudient des méthodes pour 
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coupler augmentation du nombre de CSH, avec un bénéfice clinique en termes de rapidité de 

reconstitution hématopoïétique et maintien des propriétés à long-terme des cellules souches 

permettant un succès de la greffe. Une des approches est d’éviter le choc hyperoxique dû à la forte 
concentration en oxygène de l’atmosphère par rapport à la niche physiologique dans la moelle osseuse 

en cultivant les cellules dans une chambre à hypoxie. Nous proposons une méthode plus aisée à mettre 

en œuvre en clinique : la réduction des ROS par l’utilisation d’antioxydants. Nous avons prouvé que la 
culture dans des milieux enrichis en cytokines et facteurs de croissance entraînait une augmentation 

des signatures de stress oxydant au niveau transcriptomique dès 2 jours, avec des effets fonctionnels 

visibles in vitro et in vivo. Le pré-traitement avec des antioxydants et en particulier le Tempol a permis 

une amélioration des propriétés fonctionnelles des CSH, appréciées par différentes méthodes in vitro 

(CFU-C et LTC-IC) et par une tendance à l’amélioration de la reconstitution hématopoïétique lors de 

transplantation en série dans le modèle de souris immunodéficientes NSG. Nous avons constaté que 

ces effets étaient liés à une diminution de l’expression de certains gènes antioxydants surexprimés lors 
de la culture, ainsi que de l’activation de la voie p38MAPK. Enfin, nous avons exploré le rôle de la 

protéine VEGFα dans la réponse à l’antioxydant Tempol. 

Ces deux projets complémentaires démontrent par de nouvelles approches le rôle 

prépondérant de la régulation des ROS dans le maintien des CSH in et ex vivo. Ils révèlent par ailleurs 

que des méthodes simples de traitement par des antioxydants pourraient permettre de mieux contrôler 

le stress oxydant subi par les CSH lors d’évènements perturbateurs. Ces résultats pourraient être 
facilement appliqués sur de nombreuses cibles en tant que traitement préventif : personnes subissant 

de nombreux examens médicaux, astronautes soumis aux radiations ionisantes spatiales, manipulation 

des CSH à des fins de thérapie génique et cellulaire, etc. Cependant, plusieurs axes pourraient encore 

être développés afin de renforcer les résultats obtenus. 

 

Discussion et perspectives 
 

Utilisation de différents types cellulaires  
 

Pour les deux projets, les expériences ont été réalisées sur des cellules de sang de cordon 

ombilical. Ce modèle présente l’avantage d’être facile à obtenir et à utiliser, et correspond à un axe 
important de la recherche en thérapie cellulaire. Néanmoins, il existe des différences entre les CSH 

issues de différentes sources, foie fœtal, sang de cordon ombilical et adulte (moelle osseuse ou sang 

périphérique après mobilisation) (Holyoake et al., 1999). Il serait donc intéressant de tester des CSH 

d’origines différentes afin de mettre en lumière d’éventuelles disparités de réponse, à la fois aux faibles 
doses de radiations ionisantes et aux antioxydants.  

Regarder les CSH adultes pourrait apporter un éclairage supplémentaire car ces cellules ont 

généralement des capacités de reconstitution hématopoïétique amoindries. D’ailleurs, comme indiqué 
en introduction, le stress oxydant est un des vecteurs principaux du vieillissement des CSH. Ainsi, le 

traitement antioxydant proposé pourrait s’avérer encore plus utile dans le cadre de cellules adultes. De 
plus, les différents phénomènes accompagnant le vieillissement des CSH (augmentation des ROS, 
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et al., 2018). Par exemple, une étude réalisée sur la lignée myéloïde U937 (isolée à partir d’un 
lymphome) irradiée à 7 Gy montre à la fois un pic de ROS et une diminution de la polarisation 

mitochondriale 24 heures après irradiation (Kim et al., 2008). Ces résultats rappellent nos observations. 

D’autres équipes ont également montré une dualité encore augmentation des ROS et baisse de la 

respiration mitochondriale dans différents types cellulaires (Barjaktarovic et al., 2011; Kam and Banati, 

2013; Yoshida et al., 2012). Un groupe en particulier rapporte que la réponse mitochondriale est 

dépendante du type cellulaire (Nugent et al., 2010). Ainsi, s’il est certain que des atteintes de la 
mitochondrie jouent un rôle dans la réponse à l’irradiation via les ROS, aucun consensus n’est pour le 
moment établi sur les mécanismes liés. 

Concernant notre sujet particulier, cette question pourrait donc être approfondie en utilisant 

des méthodes complémentaires (techniques différentes pour mesurer les ROS, analyses de l’activité 
mitochondriale par SeaHorse, etc). De plus, il est fréquemment observé après une forte dose 

d’irradiation deux vagues de ROS : une immédiate, transitoire, et une plus tardive après plusieurs jours. 

Cette observation pourrait être attribuable à un phénomène nommé « ROS induced ROS-release » 

(Brady et al., 2006). Nous avons mesuré les ROS sur des temps relativement courts après l’irradiation 
(quelques heures) et n’avons donc observé que la première vague transitoire. Ainsi nous n’avons pas 
déterminé si des effets d’augmentation secondaire des ROS pouvaient être visibles également sur les 

faibles doses. Dans les CSH murines, cette deuxième vague est en effet observée plusieurs jours après 

irradiation lorsque les cellules sont gardées en culture ainsi qu’in vivo. Ce point pourrait être précisé afin 

de mieux caractériser les différences entre les conséquences des fortes et des faibles doses d’irradiation 
ainsi que les différences ou similarités entre CSH humaines et murines. Il est néanmoins important de 

noter que l’espèce n’est probablement pas le seul facteur impliqué dans les différences observées, étant 
donné que dans les deux cas les CSH n’ont pas la même provenance ontogénique (CSH de sang de 
cordon pour l’homme et CSH de moelle osseuse adulte pour la souris).  

Concernant le projet sur les antioxydants, une diminution du potentiel mitochondrial est 

observée après plusieurs jours de culture et nous n’avons pas pu mettre en évidence d’autres 
différences métaboliques avec les techniques utilisées (sondes fluorescentes pour la consommation de 

glucose et la masse mitochondriale). Cependant, il est difficile de conclure sur le type de métabolisme 

adopté par les cellules avec si peu d’informations. Ainsi, des mesures complémentaires (production de 
lactate, d’ATP, respiration cellulaire mesurée par SeaHorse, étude du métabolome, etc) seraient 

nécessaires pour définitivement statuer sur les changements métaboliques impliqués notamment par 

le Tempol. 

 

ROS et faibles doses d’irradiation : un message qui ne passe pas ?  
 

L’augmentation des ROS semble être un phénomène récurrent dans la réponse aux faibles 

doses d’irradiation, dans les CSH mais aussi dans d’autres types de cellules souches. Une étude sur les 
progéniteurs des cellules épithéliales de l’œsophage a en effet montré qu’une irradiation à 50 mGy 

(source 137Cs) induisait un stress oxydant important et une plus grande différenciation au détriment de 

la prolifération, en particulier dans les cellules mutantes pour p53 (Fernandez-Antoran et al., 2019). Ces 

progéniteurs ont en effet un fort potentiel prolifératif, contrairement aux CSH quiescentes. Ainsi, même 
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avons observé une baisse drastique de la fonctionnalité à long-terme autour de la dose 20 mGy, 

indiquant une hypersensibilité à cette dose particulière. En effet, à de plus « fortes » faibles doses, 

comme 50 mGy voire 250 mGy, l’effet est moins visible. Cela suggère un effet très spécifique en fonction 

de la dose (Figure 27).  

 

  

D’autres types de sources sont davantage utilisés en imagerie médicale, par exemple les rayons 
X issus d’accélérateurs de particules. Cette source ne produit pas les mêmes rayons et n’a pas la même 
énergie ni le même LET que le Cobalt. Nous avons fait quelques tests de fonctionnalité (CFU-C) sur un 

accélérateur de particules d’énergie 1 MeV. Nous avons obtenu des résultats plus mitigés à la dose 20 
mGy. Il est donc probable que la dose d’hypersensibilité soit différente pour ce type de rayonnement 

chez les CSH. De plus, les pré-traitements au NAC ou au SB n’ont pas permis d’obtenir une amélioration 
majeure de la fonctionnalité comme c’était le cas pour le 60Co (Figure 28). Il est donc également possible 

que les mécanismes d’actions diffèrent en fonction de l’énergie déposée, pour une même dose finale. 
 

 

 

Utilisation d’antioxydants en clinique 
 

 Pour les CSH murines, l’adjonction de l’enzyme antioxydante catalase dans le milieu de culture 
induit de façon réversible un maintien d’une population immature (Gupta et al., 2006). De plus, nous 

avons montré au laboratoire que la catalase, tout comme le NAC, permet de protéger les CSH des faibles 

doses de radiations ionisantes. Ainsi, il semble raisonnable de proposer un traitement antioxydant dans 

le cadre d’une protection des CSH humaines. Un article publié dans Medical Hypotheses a proposé il y 
a déjà 10 ans que l’utilisation d’antioxydants pourrait permettre d’améliorer la transplantation de CSH 
de sang périphérique mobilisé (Hao et al., 2011). Les auteurs indiquent que les multiples manipulations 

des CSH dans des milieux présentant différents taux d’oxygène au cours de ce type de protocole 

(mobilisation, culture, infusion par voie-intraveineuse) provoquent une augmentation des ROS. Les 

auteurs proposent alors l’utilisation de GSH lors de l’étape de mobiliastion et d’un dérivé d’acide 

Figure 28 : Nombre de CFU-C obtenues à partir de CSH irradiées aux rayons X (accélérateur de particules 
LINAC) 

A. CFU-C primaires 
B. CFU-C secondaires 

A B 
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ascorbique (vitamine C) pendant la culture. Ces deux composés présentent en effet l’avantage d’être 
stables et non toxiques. Une autre équipe a également identifié l’action antioxydante comme 
responsable de l’effet d’une petite molécule, la chrysine, dans la préservation des propriétés 
fonctionnelles de CSH humaines de sang de cordon pendant 7 jours de culture (Li et al., 2020c).   

 En dehors du cas particulier des CSH, le stress oxydant est connu pour être impliqué dans un 

grand nombre de pathologies dans différents organes. Le traitement in vitro et in vivo au NAC est déjà 

largement utilisé pour un large panel d’applications (pour revue Mokhtari et al., 2017). Concernant le 

système hématopoïétique, il a déjà été montré qu’il améliorait la prise de greffe in vivo des CSH 

humaines (Hu et al., 2014). Le Tempol a été initialement proposé dans le domaine de la radioprotection 

(Ramachandran and Nair, 2012) et plusieurs essais cliniques portent sur cette application. Il est de plus 

récemment très étudié pour un certain nombre de maladies avec une composante de stress oxydant 

(Ewees et al., 2019; Nunes et al., 2018; Wang et al., 2019).  

 Cependant, de façon surprenante, peu d’antioxydants sont effectivement utilisés en clinique 
(pour revue Suzuki, 2009). Si la GSH, le NAC, des dérivées de vitamine (acide ascorbique, tocophérol), 

ou encore quelques flavonoïdes ou l’acide alpha-lipolique (Firuzi et al., 2011) sont acceptés comme 

molécules antioxydantes, leurs mécanismes d’actions sont parfois obscurs et leur absorption par le 
corps peut être très faible. Pour d’autres molécules, comme des inhibiteurs d’enzymes, une toxicité a 

pu être mise en évidence. De plus, la demi-vie de molécule comme le NAC ou la SOD est très réduite, ce 

qui limite leur action. Même si ces effets sont moins critiques dans le cadre d’un traitement ex vivo, les 

questions de sécurité et d’efficacité restent centrales dans le développement d’une molécule à visée 
clinique. Ainsi, ces problématiques devront être étudiées plus finement pour un éventuel usage en essai 

clinique. 

 

Tempol : cycle cellulaire, auto-renouvèlement et application thérapeutique 
 

Concernant le projet sur les antioxydants, une interrogation particulière nous a poursuivis 

pendant ma thèse. En effet, nous avons montré que selon la manière d’administrer le Tempol, en pré-

traitement ou en traitement chronique, les effets sur les CSH étaient plus ou moins intenses. En 

chronique, le Tempol permet de mieux préserver la fréquence des CSH mais diminue la prolifération 

globale des cellules mises en culture. Pour une utilisation clinique, les CSH sont certes fondamentales 

pour le succès de la greffe à long-terme, mais le rôle des progéniteurs présents dans la population CD34+ 

est également prépondérant dans la survie à court-terme. Ceux-ci interviennent dans les premières 

vagues de reconstitution hématopoïétique post-greffe, permettant une élimination rapide de la 

cytopénie, notamment via la récupération des populations de neutrophiles et de mégacaryocytes. Ainsi, 

diminuer la prolifération de ces cellules pourrait altérer le bénéfice à court-terme de la greffe, même si 

cela protège mieux les CSH à long-terme. C’est la raison pour laquelle nous avons décidé de continuer 
l’étude avec seulement un pré-traitement au Tempol, des effets fonctionnels intéressants étaient 

toujours visibles malgré une moins bonne préservation du pourcentage de CSH au cours de la culture. 

Cependant, il serait intéressant de renouveler ces tests après un traitement chronique au Tempol afin 

de comparer les capacités des CSH ainsi cultivées et de mieux cerner le mécanisme du Tempol. De plus, 

il pourrait être possible de réaliser des cinétiques de reconstitution hématopoïétique afin d’évaluer 
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l’impact sur les progéniteurs. Par ailleurs, l’effet de ce traitement chronique au niveau transcripomique 
pourrait donner des résultats beaucoup plus drastiques qu’avec un pré-traitement, pour lequel peu de 

gènes étaient différentiellement exprimés en comparaison avec des cellules cultivées sans antioxydants.  

Cependant, un article récent présenté en introduction suggère que certains composés 

pourraient favoriser un maintien des CSH sans prolifération (Gupta et al., 2020). Ainsi, si le Tempol ne 

permet pas une expansion du nombre de CSPH, une hypothèse serait qu’il favorise l’auto-

renouvèlement des CSH au détriment de leur différenciation. Le Tempol chronique pourrait lui 

maintenir un état de quiescence plus important. Pour tester ces hypothèses, plusieurs méthodes 

pourraient convenir. L’une d’elle pourrait s’appuyer sur l’utilisation de modèles de souris transgéniques 
dans lesquels les CSH quiescentes sont identifiables grâce à un marqueur fluorescent, comme les souris 

H2B-GFP (Foudi et al., 2009) ou GPRCC-EGFP (Cabezas-Wallscheid et al., 2017). L’utilisation de CSH 
murines permet en effet une plus grande latitude sur les méthodes utilisées pour identifier les 

mécanismes d’action des molécules utilisées. Cela nous permettrait par exemple de vérifier si le Tempol 

(chronique ou non) permet de mieux maintenir une population de cellules ayant conservé le marquage, 

donc davantage dormantes. D’autres techniques, plus difficiles à mettre en œuvre expérimentalement, 
pourraient permettre de suivre les divisions des CSH à l’échelle unicellulaire, par exemple en observant 

la distribution de la protéine NUMB (Will et al., 2013; Wu et al., 2007) ou en analysant le potentiel des 

cellules filles après division d’une cellule unique (Ema et al., 2000; Takano et al., 2004). Ainsi il serait 

possible de déterminer si les divisions symétriques d’auto-renouvèlement ont lieu plus souvent dans les 

échantillons traités avec l’antioxydant par rapport aux cellules contrôles, au détriment des divisions 
asymétriques ou des divisions de différenciation.  

Nous avons également pris le parti de focaliser ces tests fonctionnels et transcriptomiques sur 

un protocole de transduction avec seulement deux jours de culture. Cependant, cette méthode de 

traitement antioxydant pourrait également être applicable sur des protocoles d’expansion de CSH sur 
des temps plus longs (minimum 7 jours). Si a priori un traitement chronique semble contre-indiqué dans 

cette optique à cause de l’apparent ralentissement du nombre de divisions, un pré-traitement pourrait 

donner des résultats intéressants sur des temps de culture longs favorisant d’autant plus l’augmentation 
des ROS. 

L’implication du VEGFα est également à mieux caractériser. Les résutlats observés semblent 

intéressants car VEGFA est un gène cible de HIF1α, la protéine de l’hypoxie. Ainsi, une restauration 
partielle du niveau d’expression de VEGFA dans les cellules après un pré-traitement par Tempol peut 

faire penser à un phénotype « hypoxie-like ». Si au niveau de l’expression des gènes HIF aucune 

différence n’est visible, il serait en revanche très intéressant de caractériser l’effet du Tempol sur la 
stabilisation des protéines HIF et en particulier HIF1. Ce type de conséquences du traitement par Tempol 

pourrait d’ailleurs expliquer les effets d’arrêt du cycle observés lors de traitements chroniques. 

Enfin, nous avons montré que sur les CSPH de souris, le Tempol ne semble pas avoir d’effet 
drastique in vivo, même si in vitro le traitement semble être plus efficace que sur les CSPH humaines. 

Pour rappel, concernant les faibles doses d’irradiations, il avait été montré que les CSH murines et 

humaines ne répondaient pas par les mêmes mécanismes au stress oxydant induit par 20 mGy 

d’irradiation, conduisant à une réponse fonctionnelle également différente. Ainsi, il se pourrait que 

l’absence observée de réponse au traitement au Tempol soit dûe soit à un stress moins intense 
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Cependant, le rôle de l’épigénétique dans la transformation leucémique est de plus en plus 

connu (pour revue Hu and Shilatifard, 2016). En particulier, les gènes TET2 et DNMT3, dont l’expression 
est modifiée par la culture en milieu de transduction, sont fréquemment retrouvés mutés dans les 

cancers hématologiques (Busque et al., 2012; Shlush et al., 2014). Ainsi, les modifications à caractère 

épigénétique induites soit par la culture, soit éventuellement par le traitement antioxydant, pourraient 

avoir un rôle important sur la qualité de l’hématopoïèse à long-terme après une greffe.  

 

Expansion clonale et transformation leucémique, des chemins à ne pas 

emprunter 
 

Une des grandes questions lorsque l’on travaille sur l’expansion des CSH est le maintien de leurs 
propriétés sans l’induction d’une éventuelle transformation leucémique. En effet, de nombreux gènes 

impliqués dans la régulation des CSH sont également connus pour être fréquemment mutés ou 

différentiellement exprimés dans des cancers hématologiques : par exemple, RUNX1 pour les leucémies 

aïgues myéloïdes ou lymphoïdes (pour revue Sood et al., 2017) ou encore NOTCH et TAL1 plus 

précisément dans les leucémies aïgues lymphoblastiques T (pour revue Correia et al., 2016; Tosello and 

Ferrando, 2013). Différentes tactiques s’appuyant sur l’expression de ces gènes font donc emprunter 
un chemin risqué en termes de sécurité pour le patient, ce qui peut expliquer le peu de méthodes 

passant effectivement le stade de l’essai clinique. Dans notre cas, après seulement deux jours de 
culture, peu de gènes sont dérégulés dans les CSH traitées par les antioxydants par rapport aux CSH 

contrôles ; le risque semble donc faible. Néanmoins, dans l’hypothèse d’un traitement chronique, la 
question pourrait éventuellement se poser, de même qu’après plusieurs jours de culture. Il pourrait 
également être utile de réaliser une analyse de l’expression génique sur les cellules obtenues après 
reconstitution hématopoïétique, afin de déterminer si l’expansion in vivo a pu intensifier des défauts 

génétiques induits ou amplifiés par les traitements antioxydants proposés. 

De plus, même sans induire de mutations spécifique d’un proto-oncogène, il existe un risque de 

favoriser une expansion clonale des cellules. Celle-ci est souvent caractéristique du vieillissement du 

système hématopoïétique (Park et al., 2019). Ce phénomène peut également être à l’origine de 
transformations malignes (pour revue Bowman et al., 2018). Ainsi, un effet secondaire possible de 

molécules utilisées pour l’expansion in vitro pourrait être d’appliquer une pression de sélection pouvant 

mener à ce type de conséquences. Une manière élégante de vérifier cela pourrait être d’utiliser des 
techniques de barcoding génétique (Perié et al., 2014) permettant de suivre la progénie des cellules 

transplantées et de vérifier sa diversité clonogénique. 

Enfin, il existe une implication importante de l’état métabolique des cellules dans le cancer. 
Nous avons par exemple abordé la question de l’effet Warburg en introduction. Les cellules cancéreuses 
utilisent en effet un vaste panel d’adaptations métaboliques afin de conserver un avantage évolutif et 
de proliférer (pour revue DeBerardinis and Chandel, 2016). De nombreux cancers hématologiques 

présentent par ailleurs des mutations ou des désordres liés au métabolisme qui peuvent avoir un impact 

sur leur agressivité et leur résistance au traitement, à titre d’exemple au niveau des protéines IDH1 ou 
encore GAPDH (Chiche et al., 2015; Inoue et al., 2016). Ainsi, agir au niveau du métabolisme des cellules 

via les antioxydants pourrait avoir des conséquences non négligeables sur une éventuelle 
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transformation leucémique. De plus, il est de plus en plus clair que le métabolisme est lié à l’épigénèse, 

notamment dans le cancer et dans différents types de cellules souches (pour revue Harvey et al., 2019; 

Montellier and Gaucher, 2019; Ryall et al., 2015). Même si ce type de mécanisme peut expliquer les 

effets du Tempol, il convient de rester vigilant vis-à-vis du rôle des transformations métaboliques et 

épigénétiques dans l’hématopoïèse : pour rebondir sur le point précédent, celles-ci peuvent en effet 

également jouer un rôle dans la leucémogénèse et des défauts au niveau des gènes (et des protéines 

associées) jouant un rôle dans l’épigénèse sont fréquemment retrouvés dans le cancer (TET2, DNMT3B, 
EZH2…). 

 

 Comment obtenir un milieu de culture des CSH idéal ? 
 

 En introduction, nous avons pu voir que le domaine de la recherche des conditions de culture 

optimales pour les CSH est un domaine très compétitif. De nombreuses équipes se sont intéressées à 

ce sujet et ont formulé des hypothèses de natures différentes sur les méthodes qui pourraient 

permettre d’améliorer les résultats cliniques lors de greffes de CSH humaines, en particulier issues de 

sang de cordon ombilical, mais également dans une optique de thérapie génique. Le challenge repose 

principalement sur l’obtention d’une expansion du nombre de CSH et de progéniteurs, afin de 
permettre une amélioration plus rapide de la neutropénie et de la thrombocytopénie, sans 

compromettre les propriétés des CSH afin de garantir un succès à long-terme de la greffe. Cet équilibre 

est extrêmement difficile à trouver, étant donné que les conditions de culture permettant l’expansion 
des CSPH provoquent généralement une perte des capacités des CSH par leur entrée en cycle forcée.  

 Dans le cas particulier de la transduction rétro- ou lenti-virale des CSH, plusieurs milieux ont été 

testés afin de trouver le meilleur compromis entre qualité de la transduction et maintien des propriétés 

des CSH. Ainsi, en faisant une revue de la littérature, il semble que chaque laboratoire ait sa propre 

composition favorite (milieu commercial, cytokines et facteurs de croissance, autres adjuvants, temps 

de transduction, etc) (Millington et al., 2009; Ngom et al., 2018; Uchida et al., 2011). Cela est également 

vrai pour les protocoles cliniques (Aiuti et al., 2013; Negre et al., 2015).  

 Ainsi, le but à atteindre est de se rapprocher le plus possible des conditions d’expansion 
physiologique des CSH in vivo : même si à terme ce type d’expansion peut mener à un épuisement des 
CSH, lors du vieillissement par exemple, cet effet est beaucoup moins rapide que lors de divisions 

cellulaires induites par la culture. Ainsi, une étude systématique de toutes les combinaisons des 

différentes méthodes citées en introduction (hypoxie, cellules stromales, culture 3D, petites molécules, 

différents cocktails de cytokines etc) et éventuellement d’antioxydants pourrait permettre d’obtenir un 
milieu optimal d’expansion des CSH. Cependant cela représente un travail colossal, ce qui explique les 
nombreuses tentatives pour trouver la méthode supérieure aux autres. Je reste néanmoins convaincue 

de la nécessité d’une combinaison de plusieurs facteurs pour se rapprocher le plus possible d’une 
situation in vivo. 
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Usage des antioxydants en dehors de la clinique et protocoles 
 

Les résultats obtenus avec les antioxydants sont prometteurs non seulement dans le cadre de 

potentiels usages en clinique, mais également pour des applications plus fondamentales. En effet, la 

transduction lentivirale est très largement utilisée en recherche pour étudier l’implication de différents 

gènes sur le système hématopoïétique (Brunet de la Grange et al., 2006; Chabi et al., 2019), la 

génération de modèle knock-out étant infaisable sur l’homme. Ainsi, améliorer les capacités de prise de 

greffe et ainsi favoriser la réussite des expériences in vivo pourrait permettre d’étudier plus facilement 
les CSH et le système hématopoïétique humain. 

Cependant, dans ce contexte, j’aimerais aborder l’effet du protocole de transduction lentivirale 

sur la différenciation des CSH. Lors de la conduite des expériences de transduction, nous avons en effet 

observé une altération de l’expression des marqueurs de surface, au cours du maintien en culture après 
transduction. Ainsi, la population CD45RA-CD34+ disparaît complètement après deux jours de culture en 

milieu de transduction suivi de 5 à 7 jours en milieu d’expansion, au profit d’une population CD45RA+, 

suggérant un enrichissement en progéniteurs lymphoïdes (Figure 30). Nous avons cherché à savoir 

quelle était l’origine de cette différence. Nous avons testé différentes hypothèses pour expliquer 
l’origine de cet effet. Une transduction avec un autre lentivirus contrôle exprimant la GFP, l’absence de 
virus dans le puits, ou bien la culture dans un autre milieu (StemSpan SFEM au lieu du BIT 9500) n’ont 
pas modifié le phénotype de surface des cellules par rapport à ce que nous avions observé, indiquant 

une autre cause à cet effet. Pourtant, lors de protocoles de culture classiques en StemSpan SFEM, nous 

conservions bien un phénotype « classique » avec une perte progressive du CD34 mais sans 

modification drastique de l’expression du CD45RA. Une dernière hypothèse qu’il nous reste à tester 
concerne la densité cellulaire. Le protocole de transduction lentivirale du laboratoire implique une 

culture de 50 000 CD34+ dans 50 µL, ce qui correspond à une densité bien plus importante que celle 

utilisée en culture plus classique (par exemple, 25 000 cellules dans 500 µL).  

Habituellement, les cellules sont peu gardées en culture après transduction mais plutôt utilisées 

immédiatement pour des tests fonctionnels, cet effet est donc observé pour la première fois. Des 

expériences supplémentaires sont donc à mener afin de savoir si cette altération des marqueurs de 

surface n’est qu’un effet phénotypique sans conséquence sur les propriétés des cellules CD34+, ou bien 

si cela pourrait induire des effets fonctionnels. Cette dernière hypothèse semble néanmoins peu 

probable, aucun biais de différenciation flagrant n’ayant été observé lors de transplantations de cellules 
transduites au laboratoire, ni lors d’expériences fonctionnelles in vitro (CFU-C, LTC-IC) (Benyoucef et al., 

2015; Brunet de la Grange et al., 2006; Chabi et al., 2019), mais cela pourrait néanmoins être confirmé 

de façon formelle. Enfin, dans un article cité plus haut, un groupe a récemment montré que l’efficacité 
de la transduction lentivirale était étroitement liée à une densité cellulaire importante (Uchida et al., 

2019), ce qui confirme la validité de notre protocole. L’altération des marqueurs de surface dans 

certaines conditions, comme le CD38 (Dorrell et al., 2000; von Laer et al., 2000), n’est par ailleurs pas 
un phénomène inhabituel, sans nécessairement d’impact sur la fonctionnalité des cellules. 
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Remarques finales 
 

Dans l’ensemble, cette étude permet d’ouvrir la possibilité de l’utilisation d’antioxydants dans 
deux domaines, la protection contre les faibles doses de radiations ionisantes et le maintien des CSH ex 

vivo. Les antioxydants semblent a priori présenter peu de risques, mais la validité de leur efficacité en 

clinique reste à démontrer. Si notre étude s’est cantonnée à l’étude du NAC et du Tempol, cela ouvre 
également la voie à l’étude d’autres molécules antioxydantes, avec d’autres modes d’actions potentiels. 
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Abstract 22 

In this review, we will specifically address the newest insights on the effect of low doses of 23 

ionizing radiations on the hematopoietic stem cells, which are prone to long-term deleterious effects. 24 

Impact of high doses of irradiation on hematopoietic cells has been widely studied over the years, in 25 

line with the risk of accidental or terrorist exposure to irradiation and with a particular attention to the 26 

sensitivity of the hematopoietic system. Recently, more studies have focused on lower doses of 27 

irradiation on different tissues, due to the increasing exposure caused by medical imaging, 28 

radiotherapy or plane travelling for instance. Hence, we will delineate similarities and discrepancies in 29 

HSC response to high and low doses of irradiation from these studies. 30 

 31 

Introduction  32 

Scientific understanding of radiation effects is a constantly evolving field. However, it can be 33 

sometimes tricky to define doses of radiation, given the different units in which it can be expressed. 34 

The “absorbed dose” is expressed in Gray (Gy) while the “equivalent dose” and the “efficient dose” 35 

are expressed in Sievert (Sv). While they both correspond to the same units in the International Units 36 

System (J/kg), the relationship between these parameters implies several multiplicative factors taking 37 

into account the type of radiation, the organ sensitivity or the species [1]. For laboratory studies, the 38 

unit commonly used is the Gy, while in epidemiology studying human exposure it is the Sv, which 39 

makes it uneasy to compare both. Moreover, it also depends on the type of radiation, its energy or 40 

linear energy transfer (LET) and its relative biological effectiveness (RBE) [2].   41 

Despite this, effects of high doses of irradiation (HDIR) are quite well characterized. 42 

Counteracting their effects involves the activation of pathways of the DNA repair response. In humans, 43 

the most sensitive tissue is the hematopoietic system: after exposure to irradiation, changes in blood 44 

composition might be evidenced with irradiation doses as low as 1 Gy. Death can occur starting at 2 45 

Gy and is certain above 7 Gy in 4 to 6 weeks due to hematological failure [3]. At higher doses, other 46 

organs (intestines, skin) are also touched. It has long been stated, in particular for HDIR, that irradiation 47 

implied either a linear dose-dependent effect or threshold effect, relying mainly on DNA damage. 48 

However, debates regarding the effects of low doses of irradiation (LDIR) still remain, the definition of 49 

a low dose itself being unclear. Doses inferior to 500 mGy, sometimes up to 1 Gy are often considered 50 

as low doses, and we will refer to that in what follows.   51 

Recently, more concerns of potential hazardness of LDIR (below the threshold considered 52 

dangerous by the authorities, and so authorized for medical imaging for instance) rose due to an 53 

increased risk of developing leukemia and brain tumors in children exposed to several CT-scans, with 54 

total received doses ranging from 0 to 50 mGy in the BM and 0 to 350 mGy in the brain [4, 5]. It became 55 
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a European priority (RISK-IR European network) to characterize how LDIR affect these organs, 56 

considering their sensitivity, in particular for the blood system and hematopoietic stem cells   57 

Hematopoietic stem cells (HSC) are responsible for the sustainability of the blood system 58 

during the whole life of an individual. For such long-term maintenance, they physiologically display 59 

intrinsic properties such as self-renewal and multipotency, which allows them to differentiate into all 60 

blood cell lineages while keeping a pool of HSC. However, HSC are very sensitive to any stress. The 61 

smallest perturbation in the system, like infection, blood loss, chemical or physical agents, or genotoxic 62 

stress, may trigger cell cycle entry and HSC differentiation to sustain blood cell production.  63 

To date, we are able to isolate populations enriched in HSC thanks to the expression of a 64 

combination of surface markers.  For murine HSC, the accepted phenotype for a population with long-65 

term reconstitution potential is Lin-Sca1+cKit+(LSK)CD150+CD48-CD34- [6, 7]. For human HSC, the purest 66 

population is Lin-CD34+CD38lowCD45RA-CD90+ [8, 9], but even in this population only 10% of the cells 67 

are “true” HSC in the best conditions [10]. Some additional markers such as CD49f [10] or CD133 [11] 68 

can also be used to better characterize human HSC.  69 

HSC properties need to be very carefully regulated and preserved to avoid numerous 70 

pathological conditions such as their exhaustion, causing hematopoietic failure, or their leukemic 71 

transformation. Although all the preservation mechanisms of HSC are not fully understood yet, many 72 

pathways were shown to be involved in the maintenance of their quiescence, self-renewal or 73 

differentiation properties in physiological conditions. This regulation can be extrinsic, related to 74 

surrounding cells (HSC niches) and environmental conditions in the bone marrow [12]. Several 75 

adhesion molecules (such as E-selectin[13], VCAM-1/a4b1 integrins [14] and JAM-C/JAM-B [15, 16]) 76 

and secreted growth factors (SCF [17], CXCL12 [18] ligand of CXCR4, TPO [19], Angiopoietin[20] or 77 

BMP4 [21]) have been shown to be involved in the retention of HSC into their niches, therefore 78 

contributing to their maintenance. The low level of oxygen (hypoxia)  [22] has also been demonstrated 79 

by many groups to be highly essential for the regulation of HSC maintenance, together with the of 80 

Hypoxia Inducible Factors (HIF) proteins, that regulate, in a cell autonomous way, HSC quiescence and 81 

self-renewal properties[23, 24].  82 

Other intrinsic factors such as transcription factors (i.e. Gata2, Bmi-1[25, 26], Pbx1 [27] or 83 

SCL/TAL1 [28, 29]), cell cycle regulators (i.e. p21[30], p27[31] or p57 [31, 32]), chemokines, cytokines 84 

and growth factor receptors (i.e. cKIT, MPL, CXCR4 etc.) also regulate HSC fate. Finally, actors involved 85 

in irradiation-induced stress response also play a role in maintaining HSC stemness in steady state 86 

conditions as well as after exposure to irradiation or other genotoxic stresses.   87 

In this review, we will address the similar and differential effects of high and low dose of radiation 88 

(HDIR and LDIR) in regards of the steady-state regulation of HSC properties, focusing on components 89 

involved in the DNA-repair response (DRR) and Reactive oxygen species (ROS) pathways.  90 
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Involvement of DRR pathways and ROS pathway in HSC maintenance 91 

DRR is composed of several pathways depending of DNA damages generated (for review [33]). 92 

In steady state conditions, these pathways also act to preserve DNA integrity, for instance during 93 

replication process, and the quiescence and self-renewal properties in HSC. Several proteins, such as 94 

DNA-PKc [34, 35], Ligase IV [36, 37] and ku70/80 [34, 37-39] involved in Non-homologous end joining 95 

(NHEJ), BRCA2 [40] involved in homologous recombination (HR), XPD[37] and ERCC1[41-43] involved 96 

in nucleotide excision repair (NER) or ATM [44] play a role in maintaining HSC functions. In competitive 97 

transplantation experiments, HSC mutants show a loss of functionality. In most of knockdown mouse 98 

model, HSC number is drastically decreased compared to those in wildtype mice. In particular, atm-/- 99 

mice exhibit a decreased frequency of HSC with a defect in their reconstitution capacity. ROS levels are 100 

increased in atm-/- HSC compared to WT ones.  When mice are treated, in drinking water, with the N-101 

acetylcysteine (NAC), a ROS scavenger, ROS levels of atm-/- HSC decrease while their reconstitution 102 

potential is restored, in particular their long-term reconstitution capacity [44]. Interestingly, NAC 103 

treatment can prevent the activation of the p38MAPK signaling pathway [45]. The same effects can be 104 

observed after SB203580 treatment, a p38MAPK inhibitor [45]. These defects in atm-/-  HSC can be 105 

linked to HSC exhaustion since atm-/- HSC are less quiescent than WT HSC with an increased expression 106 

of gene involved in cell cycle progression (p16ink4a and p19arf). Interestingly, NAC treatment as well as 107 

SB203580 also induce decreased expression of these genes and prevent atm-/- HSC exhaustion. 108 

Altogether, these data demonstrate that in steady state conditions, ATM contributes to protecting HSC 109 

quiescence and self-renewal potential by controlling ROS levels and p38MAPK activation[44, 45].   110 

In steady state condition and independently of ATM, ROS involvement in loss of self-renewal 111 

potential is well documented. HSC have a very specific metabolic activity linked to the hypoxic 112 

environment they reside in. Moreover,  HSC intrinsic metabolism is correlated with a low level of ROS 113 

[46, 47]. Indeed, they mostly rely on anaerobic glycolysis [48] or fatty acid oxidation [49] instead of 114 

oxidative phosphorylation. An increase in ROS levels, by deletion of several regulators like AKT [50], 115 

mTOR [51], or FoxOs [52, 53] proteins, and ATM as mentioned above, induces an exit of quiescence 116 

and loss of self-renewal properties. In wildtype mice, ROS level increases upon serial transplantation 117 

[45, 54], and NAC treatment of donor mice as well as recipient mice participates to the reduction of 118 

the ROS levels and to the protection of HSC reconstitution capacity during serial transplantations [45, 119 

55].  120 

Downstream effectors induced by ROS are equally involved in the maintenance of stemness. 121 

For instance, inhibiting the degradation of p53 [56] or inducing activation of p38MAPK [57] impairs the 122 

functions of HSC, mimicking the effects of elevated ROS. However, important regulators of ROS such 123 

as NRF2 [58] can also be involved in a ROS-independent manner in the regulation of HSC properties 124 

[59]. Indeed, unlike other tissues, ROS levels are not elevated in nrf2-/- mice BM and NAC is not able to 125 
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rescue the functional defects caused by NRF2 deficiency. Moreover, HSC displaying the highest self-126 

renewal potential were shown to be mainly quiescent, in the G0 state, and even dormant, only dividing 127 

a few times in an entire lifetime [7]. As mentioned above, increased ROS levels induce exit of 128 

quiescence of HSC and these features are regulated by different members of the Cdkn family, such as 129 

p21 [30], p27 or p57 [31, 32], which are themselves targets of effectors previously cited, like p53 [60]. 130 

 131 

 HDIR 132 

Radiosensitivity is usually linked to three specificities of a cell: its division speed, the length of 133 

its dividing future and its undifferentiated state[61]. Usually acute radiation lethality arises from 134 

anemia or infection due to hematopoietic failure and pancytopenia. Long-term delayed effects such as 135 

leukemia are also predominant after non-lethal irradiation, as witnessed in an important proportion 136 

of Hiroshima and Nagasaki bombings survivors [61]. They occur when DNA of surviving immature cells 137 

is damaged. The probability of developing a malignancy usually increases with the dose. 138 

The mechanisms by which these short and long-term effects occur are nowadays quite well 139 

characterized in hematopoietic stem cells as well as in many other cell types, in several species, and 140 

have already been reviewed elsewhere [3]. Mainly, ionizing radiations produce free radicals and 141 

reactive oxygen and nitrogen species [62] (ROS and NOS respectively), which in turn induce 142 

mitochondrial and DNA damages, mostly double strand breaks (DSB) but also oxidative DNA damage, 143 

and eventually lead to apoptosis or senescence if needed. In response to these damages, different 144 

pathways, such as NHEJ, HR, base or nucleotide excision repair (BER and NER respectively) or ATM are 145 

activated to either repair the DNA damages or induce apoptosis, if the damages are too important. 146 

Induction of these pathways leads to activation of p53 and p38MAPK pathways. 147 

Total body irradiation (TBI) of mice by 137Cs at 6.5 Gy induces HSC senescence via the cyclin-148 

dependent kinase inhibitors p16, p21 and p19 specifically [63].  It was also shown to induce a decrease 149 

in clonogenicity in selectively LSK cells compared to more mature progenitors [64]. HSC frequency and 150 

reconstitution potential was also decreased. This is due to a persistent increase of ROS observed 151 

several weeks after irradiation, that leads to oxidative DNA damage and DSB, as shown by  8-OH-dG 152 

and  γH2AX staining which respectively mark the guanine oxidation on DNA and the phosphorylation 153 

of γH2AX following DSB [65]. These effects were reversible with the addition of the antioxidant NAC 154 

demonstrating the implication of the ROS. Moreover, the authors showed that NOX4 pathway is also 155 

involved in these effects using an inhibitor of this protein. The resveratrol, another antioxidant, 156 

protects HSC from HDIR via Sirt1 pathway, a histone deacetylase protein involved in response to stress 157 

and aging [66]. Another study on mouse cells showed that p53 mutations had important consequences 158 

on HSC response to irradiation, conferring resistance [67]. They hypothesized that it was due to either 159 

better DNA damage repair or cell cycle arrest properties. More recently, two teams (Passegué’s and 160 
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Dick’s) discussed p53 involvement in HDIR effects on murine and human HSC respectively, showing 161 

some differences in the way they respond. In Passegué’s study, it was shown that after ex vivo 162 

irradiation between 2 and 4 Gy, HSC clonogenicity improved compared to more mature populations 163 

[68]. This seems contradictory with previous papers presented here, but could be explained by the 164 

difference in the irradiation protocol (in vivo vs ex vivo and lower doses 2 vs 6 Gy). Plus, HSC were 165 

showed to be less prone to apoptosis than multipotent progenitors (MPP) following irradiation, relying 166 

more deeply on p53-mediated growth arrest and NHEJ repair, usually more used than HR in quiescent 167 

cells. However, HSC mobilization and activation in culture, provoking cell cycle entry, attenuating p53 168 

response and increasing HR, do not change the radiosensitivity nor induce increased apoptosis, 169 

mimicking only partially MPP behavior. This may suggest that quiescence is not the only mechanism 170 

driving the specific HSC behavior in response to IR.  However, John Dick’s team showed that contrary 171 

to mouse cells, human cord blood HSC (Lin-CD34+CD38-CD45RA-CD90+) displayed delayed DSB 172 

rejoining, γH2AX foci remaining for a longer time, enhanced apoptosis, and diminished clonogenicity 173 

compared to more mature populations (MPP, Lin-CD34+CD38-CD45RA-CD90+ and progenitors, Lin-174 

CD34+CD38+) [69].  They confirmed that p53 pathway is essential to the irradiation response also in 175 

human HSC. Indeed, in both mouse and human cells, inhibition of p53 leads to radioprotective effects, 176 

increased clonogenicity and in vivo hematopoietic reconstitution potential. Nevertheless, the 177 

mechanisms underlying these protective effects are different, correlating with the way human and 178 

mouse HSC respectively deal with IR: apoptosis is decreased in human HSC while cell growth is 179 

increased in mouse HSC. Of note, deletion of downstream effectors of p53 like PUMA [70] or BCL2 180 

activation [69] suppress apoptosis, and allows respectively mice to survive to  irradiation and HSC 181 

clonogenic potential to be enhanced. However, radioprotection by p53 downregulation comes at a 182 

price, since p53-defective HSC, but not BCL2-overexpressing HSC, show increased γH2AX foci and 183 

defective self-renewal upon serial transplantation.  184 

To sum up, HSC are strongly affected by high doses of irradiation (HDIR), and display mostly 185 

oxidative stress and DNA damage such as DSB. These damages are then handled by either apoptosis 186 

or repair, but it may give rise to errors in the DNA code, mainly through NHEJ eventually leading to 187 

genomic abnormalities in the progeny [68] and even leukemic transformation. Furthermore, 188 

discrepancies in the way HSC deal with DNA damages may differ depending on numerous factors, such 189 

as species, HSC ontogenic origin, dose and type of irradiation. Of note, chemotherapeutic agents such 190 

as busulfan, implying chemical instead of physical aggressions, can have similar functional effects but 191 

different mechanisms of action[71, 72].  192 

 193 

 194 

 195 
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LDIR 196 

However, the way HSC deal with lower doses of irradiation might be different. As stated before, doses 197 

inferior to 500 mGy, sometimes up to 1 Gy are considered as low doses.  198 

As explained earlier, for high doses, irradiation implies either a linear dose-dependent effect or 199 

threshold effect, relying mainly on DNA damage. For this type of effect, dose seems to be directly 200 

linked to the quantity of damage, the chance to undergo DNA damage becoming extremely low below 201 

100 mGy.   For the low-dose region, different types of dose-response curves were proposed, one of 202 

them being hormesis [73]. This principle presupposes that a phenomenon giving rise to detrimental 203 

effects at high-doses (including irradiation) might be beneficial at low-doses [74]. Other propositions 204 

included “non-linear quadratic effects”, resulting in even lower risks at low doses than linear models 205 

[75]. These propositions did not lead to changes in regulatory recommendations for therapy, imaging 206 

or working conditions, considering the lack of statistical robustness and the fact that it did not prove 207 

any potential danger of LDIR. However, an increased risk of developing leukemia and brain tumors in 208 

children exposed to several CT- scans was reported [4, 5], suggesting potential hazardness of low 209 

doses. In this part, we will review studies shedding light on LDIR effect on hematopoietic tissues, and 210 

more particularly HSC. Mostly, cell-autonomous effects are studied.  211 

In mice, one of the most used model for the study of hematopoietic tissues, effects of different 212 

types of irradiation were evaluated at low doses, uncovering unexpected effects compared to the 213 

linear dose-response model. The effect of low doses of high-LET irradiation (heavy ions) as endured by 214 

deep space astronauts, was well studied. In 2014, it was shown that 56Fe ions irradiation impacted HSC 215 

epigenetic regulation[76]. It increased the global DNA methylation and decreased methyltransferase 216 

levels specifically in HSPC, between 100 and 400 mGy, at 4 weeks after exposure. At 22 weeks, results 217 

are more visible at higher doses, mainly 400 mGy, but a diminution of DNMT3b methyltransferase is 218 

still seen at 200 mGy. However, no “usual” effect such as DNA damage, or elevation of ROS, could be 219 

witnessed in any condition with this type of irradiation and at those time points. Recently, a team 220 

investigated the immediate (2 weeks) and late (3 months) effects of exposition to more or less low-221 

doses (50-100-250 mGy and 1 Gy) of 16O irradiation – charged particles, very high energy (600 MeV) 222 

[77, 78]. For immediate effects, they demonstrated a decrease in hematopoietic stem and progenitor 223 

cell (HSPC) frequency and numbers at all doses, with no great difference in the lower doses compared 224 

to 1 Gy. Interestingly only higher doses (1 Gy) had an impact on mature cells. In vitro functional tests 225 

such as CFU-C and CAFC showed a decrease in the clonogenic capacities of HSPC at all doses. 226 

Interestingly, for the CAFC test, the effect of the lowest doses 100 mGy on HSPC clonogenic potential 227 

was detectable only at 5 weeks post irradiation, suggesting an effect on long-term HSPC properties. 228 

Several mechanisms were investigated to explain these effects. In particular, a persistent increase in 229 

ROS production, and subsequently an increase of DNA double strand breaks (γH2AX foci) and cell cycle 230 
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entry were seen in immature populations. For later time points, the same type of effects was 231 

detectable and it was exacerbated at lower doses (100 mGy) except for the ROS level in HPC, which 232 

has returned to normal levels three months post irradiation. In both cases, low doses of irradiation did 233 

not induce cell apoptosis. The authors also compared these effects after 3 months with 137Ce 234 

irradiation – γ-ray, low-LET and low energy (0,6 MeV): in this case, no difference could be spotted 235 

between irradiated between 100 mGy and 1 Gy and control cells. This could be compared with a study 236 

showing that high-LET (150 keV/µm) irradiation with charged particles have more RBE than low-LET (2 237 

kEV/µM for a 250 keV X-ray) irradiation.   238 

Two other recent studies focused on the effect of even lower doses (20 mGy) of 60Co irradiation 239 

– γ-ray, mild energy (4 MeV), low LET (0,2 keV/µm) – on murine and human hematopoietic stem cells 240 

[79, 80]. This dose was chosen to match the dose received in the bone marrow during a CT scan, on 241 

average. In both studies, a hyper-radiosensitivity was evidenced on HSC clonogenic potential at doses 242 

around 20 mGy, immediately for murine HSC and after serial replating for human HSC, which is less 243 

important at higher LDIR such as 50 or 250 mGy (Figure 1A). This observation on human cells recalls 244 

the results reviewed previously on murine HSPC exposed to 16O irradiation with higher LET [78]. This 245 

may also indicate differences in the dose triggering hyper-radiosensitivity in murine HSC compared to 246 

human ones. Lower in vivo reconstitution potentials of irradiated HSPC were also demonstrated. 247 

However, no effect of LDIR was seen on total number of murine HSC 4 months after total body 248 

irradiation in mice, except in the case of inflammatory conditioning or G-CSF treatment. It may suggest 249 

that LDIR affects mostly stressed cells (inflammatory conditions, replicating cells…). In both cases, 250 

unlike HDIR (2-2.5 Gy as controls), no usual effects of irradiation were seen: no DSB damage nor DDR 251 

pathway activation was evidenced, as seen by the absence of γH2AX foci and ATM and p53 252 

phosphorylation; no difference in cell cycle or apoptosis neither. However, an immediate but transient 253 

increase of ROS was observed after irradiation. This oxidative stress was also demonstrated, in human 254 

HSC, by the presence of oxidative DNA lesions such as 8-OH-dG and the activation of p38MAPK 255 

pathway. In both studies, the NRF2 protein was translocated into the nucleus. Murine cells deficient 256 

for NRF2 are more hyper-radiosensitive than WT ones, while Keap1 (a repressor of NRF2) deficient 257 

cells show no hyper-radiosensitivity at all, demonstrating the implication of the Keap1-NRF2 pathway 258 

in HSC response to LDIR. Also, in murine HSC kept in culture, a second wave of ROS was detectable 259 

after a week of culture, compared to sham-irradiated cells. Irradiated HSC transplanted into mice also 260 

displayed an elevated level of ROS several months after irradiation, suggesting a persistent oxidative 261 

stress. Metabolic changes were observed in human HSC: a decrease in the metabolic activity, as 262 

demonstrated by the use of TMRE and MTG probes, was observed in the hours following irradiation; 263 

in murine HSC, it was an increase of the autophagy (LC3B staining) (Figure 1B). Treatment with the 264 

well-known antioxidant NAC improved HSC potential (recovery of clonogenicity and no activation of 265 
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p38MAPK in human cells, decrease of autophagy in murine cells and Figure 1A and C).  Of note, 20 mGy 266 

irradiation using a linear accelerator producing X-rays (1 MeV) produced a similar but milder effect on 267 

clonogenicity (unpublished data); also, as stated previously, different low doses (50 mGy and 250 mGy) 268 

had few or no effect with 60Co irradiation (Figure 1A). This supports the hypothesis that irradiating 269 

particles energy is an important factor to predict cell response to low doses of irradiation, and that 270 

there is a sharp non-linear effect at low doses. Globally, these two groups demonstrate that oxidative 271 

stress, not high enough to induce apoptotic responses, may be a key element to understand how very 272 

low dose of irradiation affect HSC (Figure 1) [79, 80]. 273 

To conclude with, the type of HSC might also be an important factor to consider. They indeed 274 

may behave differently to a same irradiation dose, as shown by a study comparing cord blood, bone 275 

marrow and peripheral blood HSC[81]. 276 

 277 

Discussion 278 

Globally, most studies converge to state that oxidative stress is a major driver of irradiation 279 

response, both at high and low doses of irradiation. This could be put in comparison with the fact that 280 

a global increase of oxidative stress is also a hallmark of aging in HSC that leads to similar 281 

consequences, notably defects in self-renewal. Indeed, aged HSC have endured more exits from 282 

quiescence than young ones, progressively losing self-renewal properties and accumulating 283 

unrepaired defects [82].  284 

Moreover, it is also interesting to look at LDIR impact on other types of cells, potentially less 285 

sensitive than HSC. For instance, Philip Jones’ group recently showed that highly proliferative intestinal 286 

stem cells are affected by LDIR (50 mGy, 137Cs irradiation): they show increased oxidative stress which 287 

triggers higher differentiation potential at the expense of stem cell proliferation [83]. p53 mutant stem 288 

cells are in this case more able to proliferate. However, antioxidant treatment with NAC was able to 289 

reverse this effect and to protect the functionality of intestinal stem cells. In gut and brain, low doses 290 

of irradiation also produced an increase of ROS and further activation of NFkB and SOD2 signalization 291 

[84]. In mesenchymal stem cells, 80 mGy of X-rays induced persistent γH2AX foci, unlike 1 Gy 292 

irradiation for which these DSB are repaired more rapidly, mimicking some of the effects witnessed on 293 

HSC [85]. 294 

Obviously, there is still room for more investigations around the effects of low doses of 295 

irradiation. Indeed, it appears clear that LDIR have substantial effects especially on stem cells. 296 

Moreover, it seems that LET is a more important factor at low doses than at high doses. Hence we 297 

suspect that at low doses there might be a specific dose-response curve for each type of irradiation 298 

and cell, making it quite difficult to establish a universal model for a specific irradiation dose.   299 
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 However, the increase of ROS seems to be a major recurrence after LDIR. As discussed, ROS tend to 300 

induce defects in self-renewal in quiescent stem cells, such as HSC, while it affects more deeply the 301 

differentiation in proliferating stem cells.  Since ROS are known to be involved in many pathologic 302 

pathways, it would be interesting to dig further in this direction. Nonetheless, ROS are also more and 303 

more studied for their role in physiological signaling and may represent a way to cope with irradiation. 304 

After LDIR, the ROS increase may be under the threshold considered as a stress and may not trigger 305 

adapted responses. In HSC, we believe this could be the reason why low doses result in a differentiation 306 

signal at the expense of self-renewal, leading to long-term consequences. Anyway, it may not be 307 

useless to consider supplementation in antioxidant molecules to protect HSC and maybe other types 308 

of cells, which might be beneficial for people more exposed to LDIR, such a people needing frequent 309 

medical imaging, astronauts or frequent flyers. 310 

 311 
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 511 

Figure legend: 512 

Figure 1: Consequences of exposure to low doses of ionizing radiation (LDIR) on hematopoietic stem 513 

cell (HSC) properties. (A) Human HSC were pretreated (purple) or not (black) with the antioxidant NAC 514 

prior exposure to different low and high doses of IR from no irradiation to 2.5 Gy as indicated. Then 515 

HSC were seeded in serial CFU-C assay. Left LDIR (20 to 50 mGy) have no effect on HSC capacities to 516 

generate primary CFU-C. Right only 20 mGy and 2.5 Gy-irradiated HSC failed to generate secondary 517 

CFU-C in serial CFU-C assay. (B) Model explaining the effect of HSC exposure to LDIR (20 mGy) in 518 

humans (blue) and mouse (orange) model. (C) Model explaining how either antioxidants or p38MAPK 519 

inhibitor (SB203580) can protect human HSC from LDIR.  520 

 521 
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The effect of high doses of ionizing radiations on the hematopoietic stem cells is well studied. However, the effect of low doses of

ionizing radiations is not very clear. In this manuscript, the newest insights on the effect of low doses of ionizing radiations on the

hematopoietic stem cells are discussed, and compare with high doses of ionizing radiation. The detail comments are listed below:

Major points:

The title of this manuscript is "How hematopoietic stem cells respond to irradiation: comparison between low versus high doses

of ionizing radiation". But in manuscript, the comparison between low versus high doses of ionizing radiation is insufficient. A

section should be added to compare the effect of high and low doses of ionizing radiations on the hematopoietic stem cells.

Moreover, the table form is a better way to show the difference between low versus high doses of ionizing radiation on

hematopoietic stem cells.

Minor points:

1) The titles "HDIR" and "LDIR" are too simple. "High/Low doses of ionizing radiations" is better than abbreviation.

2) The citation format of the references should be more standardized.

3) This manuscript should be processed by English editing in order to getting smoothly reading experience.

__________________________________________________

In compliance with data protection regulations, you may request that we remove your personal registration details at any time. 

(Use the following URL: https://www.editorialmanager.com/exphem/login.asp?a=r). Please contact the publication office if you

have any questions.
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Annexe 2 : Effet combiné du G-CSF et du Plerixafor sur la 
reconstitution hématopoïétique en souris NSG de CD34+ issues 
du sang périphérique de patients mauvais mobilisateurs 
 

Article publié dans Experimental Hematology en 2020 
 
 

Dans cet article, nous avons étudié les effets de la combinaison du Plerixafor (ou AMD3100) 

avec le G-CSF sur les CSH dans le cadre de leur mobilisation. Cette méthode est notamment utilisée 

pour des patients dits mauvais mobilisateurs, pour lesquels un traitement au G-CSF seul ne permet pas 

d’obtenir une quantité de CSH suffisante pour la transplantation. Cependant, rien n’est connu sur la 

qualité des CSH obtenues par cette méthode. 

 

Ainsi, nous avons pu montrer que les CSH mobilisées par la combinaison des deux molécules 

sont non seulement plus nombreuses, mais possèdent également un meilleur potentiel de 

reconstitution hématopoïétique pour un même nombre de cellules transplantées. La combinaison du 

Plerixafor avec le G-CSF est donc une méthode thérapeutique particulièrement intéressante pour 

améliorer le résultat thérapeutique d’une greffe de CSH pour des patients mauvais mobilisateurs.  
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Transplantable CD34+ hematopoietic stem/progenitor cells (HSPCs) are currently iso-

lated mainly from peripheral blood after mobilization with granulocyte colony-stimu-

lating factor (G-CSF). These mobilized CD34+ cells have the potential to generate all

blood cell types. For autologous transplantation, the minimal number of mobilized

CD34+ cells is 2£ 106 CD34+ cells/kg body weight. However, up to 30% of patients fail

to mobilize enough peripheral CD34+ cells after G-CSF treatment. To overcome this

limitation, a combination of G-CSF and Plerixafor, a CXCR4 chemokine receptor

inhibitor, is proposed to enhance CD34+ cell mobilization in poor mobilizer patients.

However, only limited data are available on quantification of the functional quality of

such patients’ mobilized hematopoietic stem cells. Here, for six poor mobilizer patients,

a head-to-head comparison of their CD34+ cells mobilized without versus with Plerixa-

for was performed to assess their properties with respect to the reconstitution of

human hematopoiesis in vivo in immune-deficient mice. Our results indicate that mobi-

lized CD34+ cells recovered after the G-CSF + Plerixafor mobilization protocol have an

enhanced intrinsic hematopoietic reconstitution potential compared with CD34+ cells

mobilized with G-CSF alone. © 2020 ISEH – Society for Hematology and Stem Cells.

Published by Elsevier Inc. All rights reserved.

Hematopoietic stem/progenitor cells (HSPCs) contained

in the CD34+ cell compartment give rise to all blood

cell types and have been used for decades in transplan-

tation [1,2]. Today, the main source of transplantable

hematopoietic stem cells (HSCs) is granulocyte colony-

stimulating factor (G-CSF)−mobilized peripheral

blood, and the minimal number of mobilized CD34+

cells (mCD34+) for autologous transplantation is

2£ 106 CD34+ cells/kg body weight [3]. Moreover, up

to 30% patients fail to mobilize enough CD34+ cells

after G-CSF treatment [4−6]. The combination of G-

CSF + Plerixafor, a CXCR4 chemokine receptor
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inhibitor, has been reported to increase the number of

mCD34+ cells [7], and is an improved mobilization

protocol for overcoming the mCD34+ number limita-

tion. The combination of G-CSF + Plerixafor was thus

extensively and successfully tested in the context of

hematologic malignancies [8−12]. Similarly, in poor

mobilizer patients, G-CSF + Plerixafor allowed the opti-

mal mCD34+ cell number necessary for transplantation

in fewer apheresis days [13−15]. In most patients,

effective hematopoietic reconstitution—the ultimate

goal of the transplant—was achieved, indicating the

functional quality of the so-mobilized graft. Quantita-

tive comparisons of the intrinsic properties of CD34+

cells mobilized by G-CSF alone versus G-CSF + Plerix-

afor have been made in healthy donors [16,17]. How-

ever, in the case of poor mobilizer patients, there is

little investigation of this comparison, probably

because of the difficulty involved in accessing this type

of human cell.

Here, CD34+ cells obtained with G-CSF alone and

with the combination G-CSF + Plerixafor from the

same poor mobilizer patients were compared head-to-

head with respect to their properties in the reconstitu-

tion of human hematopoiesis in immune-deficient mice,

known as one of the gold standard in vivo assays used

to assess human HSC function [16−18]. Our experi-

ments indicated that human mCD34+ cells recovered

after G-CSF + Plerixafor treatment of poor mobilizer

patients are much more potent in the generation of

human hematopoiesis in mice than mCD34+ cells from

the same patients recovered after treatment with G-CSF

alone, indicating a higher intrinsic hematopoietic

reconstitution potential for G-CSF + Plerixafor-mobi-

lized HSPCs.

Methods

Primary cells

Mobilized peripheral blood cell samples were collected from

patients treated for different low-grade hemopathies (Table 1)

after receipt of their informed written consent based on the

Declaration of Helsinki. Autologous HSPCs were mobilized

by chemotherapy + G-CSF or by G-CSF in steady state (3

patients each) [19]. mCD34+ cells were quantified at the end

of aplasia for patients mobilized by chemotherapy + G-CSF

and at days 5 and 6 in the case of mobilization by G-CSF in

steady state. The first leukapheresis (control without Plerixa-

for) was performed when the number of circulating CD34+

cells was greater than 10/mL. With the objective of collection

and quality control of the first leukapheresis product, Plerixa-

for was introduced the next day and administered at dose of

0.24 mg/kg subcutaneously at 2:00 AM while continuing the G-

CSF at the dose of 10 mg/kg. A sample of the second leuka-

pheresis (started 8−10 hours after the injection of Plerixafor)

product was transmitted to the laboratory. T
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The targeted number of HSC collected was achieved in

one mobilization episode for five patients and in two epi-

sodes for one patient (multiple myeloma) to achieve three

grafts (young patient).

Experimental samples were obtained by taking in the

homogenized leukapheresis product in accordance with the

Institutional Review Board of INSERM (Opinion No. 13-

105-1, IRB00003888). mCD34+ cells were purified by immu-

nomagnetic selection using a CD34 MicroBeads kit (Miltenyi

Biotec, Paris, France) and cryopreserved until use to mimic

autologous HSC storage.

Transplantation assays and flow cytometry

Each sample was injected into NOD-SCID-gC!/! (NSG)

mice by the intravenous route. Sixteen weeks post transplant,

BM cells were recovered from flushed femurs and tibias.

Levels of engrafted human CD45+ hematopoietic cells were

measured among red cell−lysed bone marrow (BM) cells as

described [20]. Monoclonal antibodies are detailed in Supple-

mentary Figure E1 (online only, available at www.exphem.

org).

Statistical analysis

A nonparametric statistical analysis, the Mann−Whitney test,

was used (**p < 0.01, ***p < 0.0001).

Results and discussion

Human mCD34+ cells were obtained from six poor

mobilizer patients with different low-grade hemopa-

thies (Table 1). For each patient, we compared the

functional properties of CD34+ cells mobilized with G-

CSF alone with those mobilized with the G-CSF + Pler-

ixafor combination. We observed that the frequency of

circulating mCD34+ cells increased after G-CSF + Pler-

ixafor compared with G-CSF alone (Table 1). We

further observed that the percentage of HSPCs defined

by the phenotype CD34+CD38lowCD45RA!CD90+ [21

−23] varied between patients (Figure 1 and Table 1).

However, the percentages of CD34+CD38lowC-

D45RA!CD90+ cells in the CD34+ cells mobilized

with G-CSF alone or in those mobilized with G-

CSF + Plerixafor were similar, indicating that Plerixa-

for, in particular, does not mobilize this HSPC popula-

tion. To ensure mCD34+ cells would reconstitute

human hematopoiesis in NSG mice, we first tested dif-

ferent mCD34+ cell doses for their ability to reconsti-

tute human hematopoiesis. As previously described,

female NSG mice had higher hematopoietic cell recon-

stitution than males (Supplementary Figure E1A) [24]

but the percentage of hCD45+ cells still remained low,

with 75,000 injected mCD34+ cells (Supplementary

Figure 1A,B). Therefore, we increased the dose of

mCD34+ cells transplanted per female mouse to a mini-

mum of 125,000 cells/mouse. Then, we directly com-

pared the NSG repopulating function of mCD34+ cells

from the same poor mobilizer patients who were mobi-

lized by G-CSF alone versus cells mobilized after G-

CSF + Plerixafor treatment (Figure 2). A mouse was

considered to be engrafted with human cells (i.e., posi-

tive) when the proportions of hCD45+ cells were

>0.1% that of total BM cells. The frequency of posi-

tive mice was significantly higher (Figure 2A) when G-

CSF + Plerixafor mCD34+ cells were injected compared

with G-CSF mCD34+ cells. Human chimerism was also

drastically enhanced when recipient mice received G-

CSF + Plerixafor mCD34+ cells (Figure 2B;Supplemen-

tary Figure E2, online only, available at www.exphem.

org), indicating that, as far as mCD34+ cells capable of

generating a robust human hematopoietic progeny in

NSG mice are concerned, mobilization with the

Figure 1. (A) Phenotype analysis of immature progenitors and HSPCs in CD34+ cells mobilized either with G-CSF or with the G-CSF + Plerixa-

for. Shown are results from patients 3 and 4 before transplantation in NSG mice.
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Figure 2. (A) Percentage of positive mice, that is, mice engrafted with human CD45+ cells in their bone marrow 16 weeks posttransplantation

for all five patients (23.7% vs. 79.1%). Cell doses per mouse are provided in Table 1. Mice were considered positive when >0.1% hCD45+ cells

were detected. Statistical test: Mann−Whitney, **p = 0.0079. (B) Percentage of human CD45+ cells in the bone marrow of NSG mice 16 weeks

posttransplantation for patients 2, 3, and 5. Shown are median values from 24−28 mice/patient sample. Cell doses per mouse are provided in

Table 1. Mice were considered positive when >0.1% hCD45+ cells (indicated by the dotted line) were detected. Proportions of (C) B cells and

(D) myeloid cells in human CD45+ cells. Only positive mice (>0.1% hCD45+ cells) were analyzed. Shown are median values of the positive

mice from (B) and Table 1. (E) Typical phenotype analysis of human immature progenitor cells in the bone marrow of NSG mice 16 weeks

posttransplantation. Shown are two representative mice injected with CD34+ mobilized with the combination G-CSF + Plerixafor from patient 3.

Statistical test: nonparametric Mann−Whitney test, ****p < 0.000.
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combination G-CSF + Plerixafor is more potent than

mobilization with G-CSF alone. When mature hemato-

poietic cell compartments among human CD45+ cells

for positive mice were characterized, the proportions of

human B and myeloid cells generated were comparable

no matter the mobilization protocol (Figure 2C,D).

This observation indicated that HSPCs mobilized under

both conditions were equally fully capable of produc-

ing B and myeloid cells. The immature cell compart-

ment (CD34+) was only analyzed in the BM of mice

transplanted with CD34+ cells mobilized with G-

CSF + Plerixafor, as only these mice exhibited a chime-

rism robust enough to measure the frequency of these

rare cells (Figure 2E). We observed that Lin!CD34+C-

D38low immature progenitors were detectable in the

BM of all transplanted mice as was an HSPC subset

identified using the expression of CD90 in the

Lin!CD34+CD38low fraction, indicating that CD34+

cells mobilized with G-CSF + Plerixafor were able to

regenerate an HSPC compartment in mouse BM.

Together these data strongly indicate that, in the case

of poor mobilizer patients, CD34+ cells mobilized with

G-CSF + Plerixafor have enhanced human hematopoi-

etic reconstitution potential in xenograft models com-

pared with CD34+ cells mobilized with G-CSF only.

HSCs mobilized in both treatments are fully compe-

tent to reconstitute hematopoiesis, in agreement with

results indicating that Plerixafor alone or in combina-

tion with G-CSF can improve mCD34+ engraftment

potential [16,17]. In xenograft models using cells from

healthy donors, the G-CSF + Plerixafor combination is

indeed highly efficient in mobilizing HSCs [16,17].

Only G-CSF alone is used daily in clinics to induce

robust CD34+ cell mobilization in the case of good

mobilizer patients [1,10,14,25]. In the case of poor

mobilizer patients, not only is the quantity of CD34+

cells lower when G-CSF is used alone, but so is the

quality, considering the timing of neutrophil and plate-

let recovery in patients [26]. Here, we found that the

quality of HSCs needed to reconstitute hematopoiesis

in the xenograft model when CD34+ cells are mobi-

lized during the first round of the mobilization protocol

(G-CSF) is drastically lower than the quality of HSCs

mobilized by the combination G-CSF + Plerixafor, in

six independent patients. Interestingly, our data corre-

late with the fact that the expression profile of CD34+

cells from patients with multiple myeloma and non-

Hodgkin’s lymphoma mobilized with the combination

G-CSF + Plerixafor is more enriched in gene transcripts

promoting hematopoietic reconstitution than CD34+

cells mobilized with G-CSF alone [27]. To conclude,

our results indicate that Plerixafor provides highly sig-

nificant added value in combination with G-CSF for

autologous transplantation of mCD34+ cells in the case

of poor mobilizer patients.
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Suppl Table 1. Antibodies used for this study

Ab name Clone Fluorochrome Reference Brand

CD90 5E10 APC 559869 BD Bioscience

CD34 581 PE-Cy7 343516 Biolegend

CD34 581 APC 343510 Biolegend

CD38 HB-7 FITC 356610 Biolegend

CD45RA HI100 PE 304108 Biolegend

CD45 HI30 BV421 304032 Biolegend

CD3 SK7 PeRCP-Cy5.5 344808 Biolegend

CD19 HIB19 APC-eF780 47-0199-42 ebioscience

CD19 SJ25C1 APC 363006 Biolegend

CD14 61D3 PE 12-0149-42 ebioscience

CD15 HI98 PE 301906 Biolegend

CD3 SK7 FITC 344804 Biolegend

Zombie Aqua viability dye - - 423102 Biolegend

Suppl Figure 1. (A) % of human CD45+ cells in the bone marrow of male (blue) and female (red) NSG mice 16 weeks post transplantation.

Mice were injected with two different cell doses (35 000 and 75 000 cells) per mouse. (B) Typical example of human hematopoietic reconstitu-

tion (B and myeloid cells) obtained in the bone marrow of a female NSG injected with 75 000 mCD34+ cells.

M.-L. Arcangeli et al. / Experimental Hematology 2020;86:15−20 20.e1



Suppl Figure 2. % of human CD45+ cells in the bone marrow of

NSG mice 16 weeks post transplantation for patients 4 and 6. Shown

are results from 2-4 mice/patient sample. Cell doses/mouse are pro-

vided in Table 1. Mice were considered positive when >0.1%

hCD45+ cells (dotted line) were detected. No statistics was used due

to the small number of injected mice.
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Annexe 3 : Les cellules souches hématopoïétiques expriment 
JAM-C à leur surface  
 

Commentaire soumis à Blood Advances en réponse à l’article « Junctional Adhesion Molecule 2 
represents a subset of hematopoietic stem cells with enhanced potential for T lymphopoiesis » 

(Radulovic et al., 2019) 
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	 2	

Introduction	1	

In	mouse,	hematopoietic	stem	cells	(HSC)	and	multipotent	progenitors	(MPP)	are	enriched	in	the	cell	2	

population	characterized	by	the	Lin
neg
	Sca1

hi
	Kit

hi
	(LSK)	phenotype,	which	can	be	further	divided	using	3	

the	SLAM	markers	CD150	and	CD48
1,2
.	LSK	CD150

+
	CD48

-
	population	is	largely	enriched	in	HSC	while	4	

LSK	 CD150
+
	 CD48

+
	 and	 CD150

-
	 CD48

+
	 contain	 subsets	 of	 multipotent	 progenitor	 cells

1,3-5
.	 Several	5	

members	 of	 the	 junctional	 adhesion	molecule	 (JAM)	 family
6,7
	 such	 as	 JAM-A,	 JAM4	and	 ESAM	are	6	

expressed	in	mouse	HSC
8-11

.	Since	one	group	did	not	detect	 its	expression	at	the	HSC	cell	surface
12
,	7	

re-evaluation	of	the	expression	of	the	other	member	JAM-C	is	required.	 Importantly,	a	discrepancy	8	

between	 human	 and	 mouse	 Jam3	 and	 Jam2	 gene	 nomenclature	 may	 have	 generated	 confusion	9	

about	which	JAM	protein	was	analyzed
6
.	Following	the	current	HUGO	nomenclature	that	will	be	used	10	

here,	mouse	Jam2	and	Jam3	encode	respectively	JAM-B	and	JAM-C.	Several	studies	have	shown	that	11	

the	preferential	 ligand	of	JAM-B	is	JAM-C
13,14

.	Here,	we	assessed	Jam3/JAM-C	expression	on	mouse	12	

HSC	using	publicly	available	transcriptomic	data	together	with	experimental	quantification	by	RT-PCR	13	

and	flow	cytometry	using	commercially	available	anti-JAM-C	antibodies	and	the	JAM-B	recombinant	14	

soluble	protein.	Our	analyses	indicate	that	Jam3	expression	is	mainly	restricted	to	HSC	in	mouse.		15	

	16	

Methods:	17	

Mice:	18	

C57BL/6	mice	were	 housed	 in	 the	 pathogen-free	 animal	 facility	 of	 the	 iRCM-CEA.	 6	 to	 8-week-old	19	

female	mice	were	used.	 	All	experiments	were	performed	in	agreement	with	the	French	Guidelines	20	

for	animal	handling	(Animal	facility	registration	number	A9203202)	and	were	approved	by	the	local	21	

ethical	committee	(#44).		22	

	23	

Antibodies	for	flow	cytometry:		24	

The	 following	 antibodies	 used	 for	 flow	 cytometry	 and	 cell	 sorting	 were	 purchased	 from	 BD	25	

Bioscience,	eBioscience	or	Biolegend:	biotin	anti-CD4,	CD8,	CD3,	DX5,	CD11C,	CD19,	B220,	TER119,	26	

CD11B	and	Gr1	(Lineage	cocktail),	Streptavidin–PerCP-Cy5.5,	Kit-BUV395	(clone	2B8),	Sca1-PE-CF594	27	

(clone	 D7),	 CD150-PE-Cy7	 (clone	 TC15-	 12F12.2),	 CD48-BV421	 (clone	 HM48.1).	 The	 recombinant	28	

soluble	 forms	 of	 mouse	 JAM-B	 (sol-JAM-B)	 and	 ICOSL	 (ref#	 988-VJ-50	 and	 ref#158-B7-100,	29	

respectively	 all	 from	 Biotechne)	 were	 revealed	 with	 PE-goat-anti–human	 FC	 secondary	 antibodies	30	

(Biolegend).	anti-JAM-C	antibodies	 (clone	19H36	and	18F26)	coupled	 to	FITC	were	purchased	 from	31	

Thermofisher	(ref	#MA5-28230	and	#MA5-28229	respectively).		32	

	33	

Analysis	of	JAM-C	expression	and	soluble	form	of	JAM-B	binding	on	hematopoietic	progenitors:	34	



	 3	

BM	cells	were	 recovered	 and	 treated	 as	 previously	 described
15
.	 For	 staining	with	 the	 recombinant	1	

soluble	forms	of	JAM-B	(sol-JAM-B)	or	ICOSL	(irrelevant	soluble	protein,	negative	control),	cells	were	2	

incubated	at	4°C	for	30	minutes	with	1	µg/mL	of	recombinant	soluble	molecules	in	the	presence	of	3	

normal	 goat	 serum.	 After	 a	 wash,	 cells	 were	 incubated	 with	 goat–anti-hFc	 secondary	 antibody	4	

coupled	 to	PE	 for	30	minutes	at	4°C.	To	analyze	 JAM-C	surface	expression,	cells	were	 incubated	at	5	

4°C	for	30	min	with	1µg/mL	of	either	19H36-FITC	or	18F26-FITC	antibodies	or	their	control	isotype	in	6	

PBS	1X	1.25mM	EDTA	2%	FCS,	then	washed.	In	both	cases,	after	wash,	cells	were	incubated	with	cell	7	

surface	antibodies	as	previously	described
15
.	8	

	9	

Cell	sorting:	10	

BM	cells	were	depleted	using	the	direct	lineage	cell	depletion	kit	(ref	130-111-470,	Miltenyi	Biotec)	11	

following	 manufacturer	 instructions.	 The	 remaining	 Lin
neg
	 cells	 were	 stained	 with	 anti-c-KIT-APC,	12	

Sca1-PE,	 CD48-FITC	 and	 CD150-PE-Cy7.	 Lin
neg
	 Sca1

+
	 KIT

+
	 (LSK),	 LSK	 CD48

+
CD150

-
(MPP)	 and	 LSK	13	

CD48
+
CD150

+	
(LT-HSC)	 cell	 populations	 were	 purified	 by	 cell	 sorting	 using	 a	 FACS-INFLUX	 (BD	14	

Bioscience).		15	

	16	

Analysis	of	public	databases	of	Single	cell	RNAseq	and	RNAseq	on	the	different	LSK	subsets.	17	

Analysis	 of	 Jam3	 expression	 on	 RNA-Seq	 data	 generated	 by
1
	 and	 obtained	 in	 Gene	 expression	18	

omnibus	 (GEO)	 under	 accession	 number	 GSE52709.	 The	 heatmap	 was	 generated	 using	19	

http://shinyheatmap.com.	20	

On	 the	 website	 http://blood.stemcells.cam.ac.uk/single_cell_atlas.html	 Jam3	 expression	 can	 be	21	

followed	at	the	single	cell	level
16
.		22	

	23	

Jam	gene	expression	by	RT-qPCR:	24	

RNA	 was	 extracted	 from	 sorted	 cells	 using	 RNEasy	 Plus	 Micro	 Kits	 (Qiagen)	 according	 to	25	

manufacturer	instructions.	cDNA	was	obtained	by	reverse	transcription	using	Superscript	VILO	cDNA	26	

synthesis	 kit	 (Invitrogen).	 Real-Time	 Quantitative	 PCR	 was	 performed	 using	 power	 SYBR-Green	 I	27	

Master	Mix	(Applied	Biosystems,	ThermoFisher	Scientific)	and	0.5	µM	of	forward	and	reverse	primers	28	

(Eurogentech)	in	a	StepOne	System	(Applied	Biosystems,	ThermoFisher	Scientific).	Primer	sequences	29	

for	 Jam3:	 forward	 GAACTCGGAGACAGGCACTC,	 reverse	 CAACAAGGACTCCCCCAATA	 and	 primer	30	

sequences	 for	 Jam2:	 forward	 TAGTGGCTCCTGCTGTTCCT,	 reverse	 GGAGCTGGGTTTCCTTCTTT. Raw	31	

data	were	analyzed	on	the	StepOne	software.	Obtained	CT	values	were	normalized	to	housekeeping	32	

gene	 GAPDH	 CT	 values	 to	 give	 a	 relative	 gene	 expression.	 For	 a	 given	 gene,	 expression	 level	 for	33	

samples	with	undetermined	CT	values	after	40	cycles	is	considered	0.	 34	



	 4	

	1	

Statistical	analysis:	2	

Statistical	 analysis	 was	 performed	 with	 a	 1-way	 ANOVA	 test	 using	 Prism	 Version	 7	 software	3	

(Graphpad	Software	Inc).		4	

	5	

Results	and	Discussion	6	

We	 first	 analyzed	 Jam3	 on	 publicly	 available	 transcriptomic	 data.	 First,	 we	 took	 advantage	 of	7	

transcriptome	data	on	purified	HSC	and	MPP	 cells	 produced	by	 the	 Trumpp’	 lab	 (GSE52709)
1
.	 The	8	

analysis	 showed	 that	 Jam3	was	 preferentially	 expressed	 in	HSC	 and	 its	 expression	 decreased	with	9	

hematopoietic	 differentiation	 along	 with	 Jam2	 and	 Esam	 gene	 expression	 (Figure	 1A).	 Jam3	10	

expression	 in	 mouse	 HSC	 was	 also	 found	 in	 other	 microarray	 and	 RNA-Seq	 analyses
8,17,18

.	11	

Importantly,	 single	 cell	 transcriptomes	 generated	 by	 the	 Gottgens’	 lab	12	

(http://blood.stemcells.cam.ac.uk/single_cell_atlas.html)
16
,	 confirmed	 that	 Jam3	 was	 expressed	13	

mainly	by	LT-HSC	(blue,	Figure	1B).	Jam2	was	also	detected	in	LT-HSC	but	at	lesser	extent	(Figure	1B).	14	

To	experimentally	confirm	expression	pattern	of	Jam3	in	hematopoietic	progenitors,	LSK	cell	subsets	15	

were	purified	by	cell	sorting	and	Jam3	expression	was	analyzed	by	quantitative	RT-PCR.	As	shown	in	16	

Figure	 1C,	 Jam3	 was	 preferentially	 expressed	 in	 HSC	 and	 its	 expression	 decreased	 with	17	

hematopoietic	differentiation.	Jam2	expression	could	also	be	detected	in	HSC	(Figure	1D).		18	

Then,	 to	 examine	 the	 expression	 of	 the	 JAM-C	 protein	 encoded	 by	 Jam3,	 we	 performed	 flow	19	

cytometry	analyses	on	LSK	cell	subsets	using	two	different	commercially	available	antibodies	(19H36	20	

and	18F26).	As	shown	in	Figure	2A-B,	JAM-C	was	expressed	mainly	in	HSC	(blue)	and	its	cell	surface	21	

expression	decreased	with	HSC	differentiation	toward	MPP	cells.	The	mean	of	fluorescence	intensity	22	

(MFI)	 compared	 to	 the	one	of	 isotype	control	 (ratio	of	 fluorescence	 intensity:	RFI)	was	analyzed	 in	23	

each	LSK	cell	subsets	(Figure	2C).	The	highest	RFI	was	found	in	HSC	for	both	used	antibodies.	These	24	

results	 further	support	the	reports	of	JAM-C	protein	expression	on	HSC	by	two	 independent	teams	25	

using	the	same	antibodies
4,8
	and	by	us	and	others	using	two	different	homemade	rabbit-polyclonal	26	

antibodies
15,19

.	 Finally,	 JAM-C	 expression	 can	 also	 be	 monitored	 by	 the	 binding	 of	 a	 recombinant	27	

soluble	form	of	JAM-B	(sol-JAM-B)	to	the	extracellular	part	of	the	JAM-C	protein	in	a	specific	manner	28	

since	this	binding	 is	not	detected	on	JAM-C	KO	cells
15
.	Sol-JAM-B	binding	was	detected	 in	>	80%	of	29	

HSC	and	the	frequency	of	sol-JAM-B
+
	cells	decreased	with	the	hematopoietic	differentiation	(Figure	30	

2D).	 Therefore,	 the	 expression	 pattern	 of	 JAM-C	 at	 cell	 surface	 correlates	 with	 the	 Jam3	 gene	31	

expression	pattern.	Notably,	 both	 transcriptome	and	 cell	 surface	expression	 analyses	 indicate	 that	32	

Jam3/JAM-C	 expression	 is	 down-regulated	 when	 HSC	 are	 mobilized	 by	 G-CSF	 and	33	

cyclosphosphamide
18,20

.	34	



	 5	

Altogether,	 our	 analyses	 using	 publicly	 available	 expression	 data	 and	 original	 experimental	1	

approaches
4,8,15,19

	 demonstrate	 that	 JAM-C	 is	 mainly	 expressed	 by	 HSC	 and	 that	 its	 expression	2	

correlate	with	 their	 stem	potential	 and	 self-renewal	 properties	 (Figure	2E).	 This	 is	 important	 since	3	

JAM-C,	expressed	by	HSC,	was		shown	to	be	involved	in	HSC	maintenance	into	the	BM
15
.	Moreover,	4	

JAM-C	 is	 required	 for	 the	 homing	 and	 engraftment	 potential	 of	 HSC	 in	 the	 BM,	 as	 well
20
.	 Finally,	5	

interfering	 with	 JAM-C/JAM-B	 interaction	 by	 the	 mean	 of	 an	 anti-JAM-C	 antibody	 induces	 HSC	6	

mobilization,	 this	 process	 being	 enhanced	when	 anti-JAM-C	 antibody	 is	 used	 in	 combination	with	7	

plerixafor
20
.	8	

	9	
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Figure	legend	26	

Figure	1:	Jam3	and	Jam2	gene	expression	pattern	in	hematopoietic	stem	and	progenitor	cells.	27	

(A)	Heatmap	generated	 from	RNASeq	data	 from
1
	 and	using	 the	website	http://shinyheatmap.com.	28	

(B)	Dotplots	representing,	at	single	cell	level,	the	different	clusters	corresponding	to	the	different	LSK	29	

subsets	 (left)	 and	 the	 expression	 of	 Jam3	 and	 Jam2	 in	 these	 different	 clusters
16
	 and	30	

http://blood.stemcells.cam.ac.uk/single_cell_atlas.html.	(C)	Jam3	gene	expression	coding	the	JAM-C	31	

protein	in	different	LSK	cell	subsets	(4	independent	experiments).	(D)	Comparison	of	Jam3	and	Jam2	32	

gene	expression	in	HSC	cells.	Jam2	gene	codes	the	JAM-B	protein	(4	independent	experiments).		33	

	34	

Figure	2:	JAM-C	is	preferentially	expressed	on	HSC	within	the	LSK	cell	compartment.	35	

JAM-C	surface	expression	was	examined	on	total	LSK	cells	(black)	and	on	different	LSK	cell	subsets.	36	

SLAM-HSC	 (Red)	 are	 LSK	CD150
+
	 CD48

-
,	MPP2	 cells	 (dark	blue)	 are	 LSK	CD150

+
	 CD48

+
	 and	MPP3-4	37	

cells	 (light	 blue)	 cells	 are	 LSK	 CD150
-
	 CD48

+2
	 (A)	 Representative	 FACS	 Histograms	 showing	 JAM-C	38	

expression	 using	 19H36	 (left)	 or	 18F26	 (center)	 antibodies	 on	 different	 LSK	 cell	 subsets.	 Dark	 line	39	
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represent	signals	obtained	with	 isotype	control.	 (B)	Recapitulation	for	6	 independent	mice	showing	1	

the	%	of	JAM-C	expressing	cells	in	LSK	cell	population	3	mice	using	19H36	antibody	(left)	and	3	using	2	

18F26	antibody	 (right).	 (C)	Ratio	of	mean	 fluorescence	 intensities	 (RFI)	are	calculated	by	 the	mean	3	

fluorescence	intensity	(MFI)	of	anti-JAM-C	antibodies	divided	by	the	MFI	of	the	control	 isotype.	RFI	4	

for	 19H36	 (left)	 and	 18F26	 (right)	 in	 LSK	 cells	 and	 LSK	 cells	 subsets.	 (D)	 Representative	 FACS	5	

histograms	 showing	 the	 binding	 of	 recombinant	 soluble	 JAM-B	 compared	 to	 irrelevant	 soluble	6	

protein	(dark	line)	on	LSK	cells	(left)	or	on	the	different	LSK	cell	subsets	(center).	Right	recapitulation	7	

for	 6	 independent	mice	 showing	 soluble	 JAM-B	 binding	 on	 LSK	 cells	 and	 LSK	 cell	 populations.	 (E)	8	

Schema	 representing	 JAM-C	 expression	 on	 the	 different	 LSK	 cells	 in	 correlation	 with	 their	 self-9	

renewal	potential	and	with	their	state	of	differentiation	and	cell	cycle	state.	10	

	11	
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Résumé 

Les cellules souches hématopoïétiques (CSH) sont garantes de l’homéostasie du système 
hématopoïétique tout au long de notre vie. Leurs propriétés essentielles de multipotence, quiescence et auto-
renouvèlement sont finement régulées par un ensemble de facteurs, à la fois intrinsèques et liés à leur 
microenvironnement. Parmi ces facteurs, le taux d’espèces réactives de l’oxygène (ROS) est crucial pour le 
maintien des propriétés des CSH, une augmentation de ROS étant associée à une différenciation des cellules voire 
à leur sénescence. De nombreux stress induisent une augmentation du taux de ROS. Dans ce travail, nous avons 
étudié le rôle des ROS sur les CSH humaines selon deux approches.  

Tout d’abord, nous avons caractérisé l’impact de faibles doses de radiations ionisantes sur les CSH. Celles-
ci, contrairement aux fortes doses, n’induisent pas de dommages immédiats de type cassures double-brin et 
apoptose, mais diminuent drastiquement les capacités de clonogénicité in vitro et de reconstitution 
hématopoïétique après transplantation secondaires. Nous avons montré que ces effets sont dus à une 
augmentation transitoire des ROS et à une activation de la voie p38MAPK. De plus, il est possible de restaurer les 
capacités fonctionnelles des CSH par un traitement antioxydant ou par un inhibiteur de la voie p38MAPK.  

Par ailleurs, les CSH sont d’une utilité clinique majeure pour la thérapie cellulaire et génique. Dans ce 
cadre, les étapes de transduction virale et les tentatives d’expansion du nombre de CSH se font dans des milieux 
enrichis en cytokines qui favorisent la différenciation, en partie via une augmentation des ROS. Ainsi, nous avons 
étudié la faisabilité d’un traitement antioxydant pour limiter ces effets. Nous avons démontré que dès deux jours 
de culture, la signalisation liée à une augmentation du taux ROS est déjà activée. Nous avons également observé 
une amélioration significative des capacités fonctionnelles des CSH traitées avec des antioxydants, via une 
diminution de l’activité métabolique et de l’activation de p38MAPK.  

L’ensemble de ces résultats pourra amener à des améliorations des protocoles cliniques existant, à la fois 
dans le cadre de la prévention des effets des faibles doses de radiations ionisantes (imagerie médicale, 
radiothérapie…) mais aussi de la thérapie génique et cellulaire, afin de préserver au mieux les propriétés 
fondamentales des CSH.  

Mots-clés : cellules souches hématopoïétiques ; espèce réactives de l’oxygène ; antioxydants ; faible dose 
d’irradiation ; culture ex vivo ; thérapie cellulaire et génique ; p38MAPK 

 

Abstract 
Hematopoietic stem cells (HSC) are warrant of the hematopoietic system homeostasis throughout our 

life. Their essential properties of multipotency, quiescence and self-renewal are tightly regulated by different 
factors, both intrinsic and due to their mictoenvironment. This includes the level of reactive oxygen species (ROS) 
level, which is crucial for the maintenance of HSC core properties. An increase in the ROS level is indeed associated 
to cell differentiation and even to their senescence. Many stress signals can induce a ROS increase. In this work, 
we have studied ROS impact on human HSC following two different approaches. 

First, we have characterized the impact of low doses of ionizing radiations (LDIR) on HSC. LDIR, contrary 
to high doses, do not induce immediate damages such as DNA double-strand breaks or apoptosis, but drastically 
decrease in vitro clonogenic and in vivo hematopoietic reconstitution capacities in secondary replating or 
transplantation. We showed that these effects were due to a transient increase in ROS levels and p38MAPK 
activation. In addition, a rescue of HSC functional capacities is possible by a treatment with an antioxidant or with 
a p38MAPK inhibitor. 

Furthermore, HSC use in clinical cell and gene therapy is major. In this context, viral transduction and 
expansion trials require cytokine-enriched media that favor differentiation, in part by a ROS increase. We studied 
the feasibility of an antioxidant treatment to circumvent this. We demonstrated that after only two days of culture, 
oxidative stress signaling was already activated. We observed a significative enhancement of functional capacities 
of antioxidant-treated HSC, via metabolic activity and p38MAPK activation decrease. 

Overall, these results could lead to improvements in clinical protocols, both in the prevention of LDIR 
effects due to medical imaging or radiotherapy for instance; and in cell and gene theray, in order to better preserve 
HSC fundamental properties. 

 
Keywords : hematopoietic stem cells ; reactive oxygen species ; antioxydants ; low dose of irradiation ; ex 

vivo culture ; gene and cell therapy ; p38MAPK 


