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INTRODUCTION

Le compartiment hématopoiétique est l'un des plus séverement endommagé lors de
traitements anticancéreux (chimiothérapie ou radiothérapie) ou lors d’irradiations
accidentelles. L’atteinte de ce compartiment conduit a une aplasie médullaire qui a pour
conséquence une pancytopénie périphérique. Cette pancytopénie, dont la sévérité croit
avec la dose et le volume médullaire irradié, induit des risques infectieux et
hémorragiques importants pour les patients. Chez certains patients, une atteinte
médullaire sévere peut nécessiter la suspension du traitement afin de ne pas créer de
dommages irréversibles a la moelle osseuse. Néanmoins, le délai existant entre ’atteinte
médullaire et sa manifestation périphérique rend ’évaluation des dommages a la moelle
osseuse difficile, et U'interruption du traitement peut intervenir de facon trop tardive.
Dans les cas d’irradiations accidentelles, la problématique est plus complexe. En effet,
une exposition a forte dose présente deux types de difficultés :

- Tout d’abord, lirradiation accidentelle provoque un ensemble pathologies
regroupées sous le terme de syndrome d’irradiation aigué (SIA) dans lequel on
distingue trois phases: une phase initiale caractérisée par des nausées, des
vomissements, des diarrhées, une anorexie et une fatigue généralisée, une phase
de latence clinique et une phase d’état. Dans cette derniére phase, les syndromes
hématopoiétique, gastro-intestinal et cérébro-vasculaire se développent sous forme
d’atteinte morphologique. Le délai d’apparition et Uintensité de ces différents
syndromes dépend de la dose d’irradiation (Figure 1).

- Ensuite, une irradiation accidentelle n’est jamais homogene, et la nature du
rayonnement, son débit de dose, la dose et sa répartition sont a priori inconnus au

moment de la prise en charge du patient.
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Figure 1 : Schématisation de la cinétique d’apparition et de la gravité du SIA.

Le choix des traitements a mettre en oeuvre va donc dépendre de l’estimation des
dommages radio-induits aux différents organes, et notamment de ’évaluation de
’hématopoiése résiduelle. C’est pourquoi il serait particulierement intéressant de disposer
d’un bio-indicateur fiable permettant d’évaluer !’activité hématopoiétique résiduelle. De
plus, un tel bio-indicateur pourrait permettre d’anticiper les pancytopénies au cours de
traitements aplasiants. Il permettrait donc d’adapter le traitement a chaque situation
clinique.

Dans cette thése nous avons suivi, dans un modele murin, les variations de la
concentration plasmatique de Flt3-Ligand (FL) et l’évolution des nombres de progéniteurs
hématopoiétiques survivants apres des irradiations homogénes ou hétérogenes. Cette
étude a permis de caractériser le FL comme bio-indicateur d’atteinte hématopoiétique
capable de nous renseigner sur le nombre de progéniteurs survivants au 3°™ jour apres une
irradiation et les durées de leucopénie et de thrombopénie. De plus, U’étude des
mécanismes de régulation du FL a montré que la concentration plasmatique de FL n’était
pas seulement la résultante de la production spontanée de la cytokine par les cellules

lymphoides et sa consommation par les cellules médullaires. Ainsi, nous avons pu



démontrer que plusieurs types cellulaires étaient impliqués dans cette régulation et

particulierement les cellules stromales.

1 Rappels concernant I’hématopoiése

L’hématopoiese est I’ensemble des mécanismes de prolifération et de différenciation qui
conduisent a la production continue et régulée de cellules sanguines fonctionnelles et
matures. Le tissu hématopoiétique est situé principalement dans la moelle osseuse chez
’homme adulte et, chez la souris, dans la moelle osseuse et la rate (Metcalf et Moore,
1971). La moelle osseuse est répartie sur ’ensemble du squelette dans les cavités des os.
Néanmoins, sa distribution est hétérogene et évolue avec l’age. Chez ’homme adulte, la
majorité de la moelle osseuse est répartie dans les os courts et plats particulierement dans
l’os coxal, les vertebres, les cotes et le crane (Cristy, 1981).

Le tissu hématopoiétique est un tissu compartimentalisé et hiérarchisé comprenant quatre
compartiments cellulaires : les cellules souches hématopoiétiques (CSH), les progéniteurs,
les précurseurs et les cellules matures. Les CSH proliferent, et sont capables de s’engager
dans différentes voies de différenciation conduisant a des progéniteurs, puis des

précurseurs et enfin des cellules matures (Figure 2).
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Ces processus sont étroitement controlés par les cellules stromales de la moelle osseuse et
le micro-environnement médullaire via des facteurs de croissance et des molécules

d’adhésion.

1.1 La cellule souche hématopoiétique
Les CSH présentent deux propriétés essentielles : d’une part, elles ont une capacité
d’auto-renouvellement, c’est a dire de multiplication a l’identique sans différenciation qui
permet de maintenir une réserve constante de CSH primitives et donc d’assurer le
potentiel hématopoiétique. D’autre part, elles sont capables de se différencier vers
Uensemble des lignages médullaires, sanguins et thymiques. Les CSH sont ainsi dites
multipotentes. L’existence des CSH a été mise en évidence deés le début des années 60
dans un modéle murin (Till et McCulloch, 1961) dans lequel ’aplasie médullaire létale
consécutive a une irradiation de 10 Gy pouvait étre traitée par une greffe de moelle
osseuse. De plus, ce travail a mis en évidence ’existence de clones dans la rate (appelés
colony forming unit-spleen, CFU-S) contenant des progéniteurs capables de générer des
colonies érythroides, granuleuses, monocytaires et mégacaryocytaires. L’injection d’une
fraction de ces cellules chez un hote irradié létalement était capable de conduire a une
reconstitution hématopoiétique. Bien que Uexistence des CSH soit connue depuis
longtemps, leur caractérisation reste difficile. En effet, ces cellules sont peu fréquentes
(1/100000 cellules de moelle osseuse) et ne présentent pas de caractéristiques
morphologiques spécifiques reconnaissables par coloration cytologique. Cependant, ces
cellules peuvent étre caractérisées par des tests fonctionnels. Ainsi, aprés avoir cultivé les
cellules susceptibles d’étre des CSH en contact avec un stroma, on évalue la capacité de
ces cellules a former des colonies en milieu semi-solide (Dexter et al., 1977; Spangrude et
al., 1988). Cette technique permet de mettre en évidence une population

hématopoiétique tres immature, mais ’absence de marqueurs de différenciation (lignage



négative) des CSH les rend difficilement repérables. Cependant, certains marqueurs, qui
peuvent étre différents selon ’espéce, sont exprimés durant ’hématopoiése précoce.

Chez ’homme, le plus important de ces marqueurs est le cluster de différenciation 34
(CD34%) qui est exprimé dans 0,5 a 5% des cellules de la moelle osseuse humaine. Au cours
de la différenciation, les cellules répriment l’expression de cette molécule (Civin et al.,
1984). Toutefois, le CD34 n’est pas spécifique des CSH. Il a également été observé a la
surface de certains précurseurs des cellules stomales médullaires (Simmons et Torok-Storb,
1991) et de cellules endothéliales (Fina et al., 1990). Afin d’affiner la caractérisation des
CSH, d’autres marqueurs de sélection négative ou positive ont été utilisés en association
avec le CD34. Ainsi, la population de CSH peut étre mieux caractérisée par ’absence
d’expression de l’antigene CD38 (Terstappen et al., 1991; Terstappen et al., 1993). La
population CD34" CD38 est donc plus indifférenciée que la population CD34" CD38"" et
comporte un nombre plus important de cellules aptes a la reconstitution a long terme
(Bhatia et al., 1997; Glimm et al., 2001). De méme, ’absence d’expression des antigénes
de classe Il du complexe majeur d’histocompatibilité (HLA-DR) (Srour et al., 1991) et des
marqueurs de différenciation tels que le CD33 (marqueur myéloide) et le CD19 (marqueur
lymphoide B) permet de mieux caractériser la population de CSH (Andrews et al., 1989;
Lansdorp et al., 1990; Mayani et al., 1993). A Uinverse, I’expression du CD90 (Thy-1) peut
étre utilisée pour enrichir une population cellulaire en CSH (Baum et al., 1992; Mayani et
Lansdorp, 1994; Murray et al., 1995). Plus récemment, ’antigéne AC133 (Yin et al., 1997)
et le KDR (i.e. 'un des récepteurs du VEGF, autrement appelé VEGFR2) (Ziegler et al.,
1999) ont été décrits comme permettant d’identifier les CSH seuls ou en association avec
le CD34. Les CSH expriment également un certain nombre de récepteurs pour des
cytokines et chimiokines comme le CD117 (c-Kit) (Wognum et al., 2003) ou le CD184
(CXCR4), récepteur du SDF-1 (Lataillade et al., 2002; Wright et al., 2002).

Chez la souris, bien que les marqueurs soient un peu différents, la démarche de

caractérisation des CSH est similaire, avec une sélection négative puis positive a partir
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d’une population cellulaire. Ainsi, les HSC sont définies comme étant c-Kit" Thy-1* Sca-1"
Lin”/'" (Spangrude et al., 1988). Cependant, la population ainsi caractérisée reste
hétérogene. En particulier, deux types de population de CSH pourraient exister, l'une
étant capable de mener a une reconstitution hématopoiétique a long terme et douée d’un
fort potentiel d’auto-renouvellement (LT-CSH) et ’autre ne permettant une reconstitution
que pour une période limitée et avec un potentiel d’auto-renouvellement plus faible (ST-
CSH) (Weissman, 2000). La distinction entre ces deux populations pourrait étre réalisée par
intensité d’expression de l’antigéne Mac1. Ainsi, les LT-CSH sont Mac1 et les ST-CSH sont
Mac1° (Weissman, 2000; Bellantuono, 2004). Cependant, la sélection négative reste
délicate et différents groupes ont ainsi cherché a identifier de nouveaux marqueurs des
CSH. Récemment, il a été montré que ’expression de ’endogline (CD105) est un marqueur
de la population LT-CSH (Chen et al., 2002). De plus, un travail récent a mis en évidence
que la population cellulaire exprimant la Podocalyxine dans la moelle osseuse contenait
des LT-CSH (Doyonnas et al., 2005). A Uheure actuelle, la population de CSH la plus
précoce semble étre la « side population » caractérisée par son unique capacité a exclure
les marqueurs fluorescents comme le Hoechst 33342 (Goodell et al., 1996; Goodell et al.,
1997). Ces cellules portent les antigénes de surface Lin", Scal’, cKit" et CD45" (Hirschi et
Goodell, 2001; Ramos et al., 2003) et sont capable de s’auto-renouveller. De plus, il a été
montré récemment qu’elles possedent une capacité « plastique » a se différencier en
myocytes squelettiques (Gussoni et al., 1999), en cellules endothéliales (Jackson et al.,
2001) et en ostéoblastes (Olmsted-Davis et al., 2003), bien que les mécanismes sous-
jacents, c’est a dire trans/dé-différenciation ou bien fusion cellulaire, ne soient pas
clairement définis (Loeffler et Roeder, 2004).

Comme cela a été évoqué, la population de CSH est hétérogéne et répond, en cela, a son
role de maintien des potentiels d’hématopoiése et de différenciation. Cependant, les
régulations qui conduisent au maintien du pool de CSH restent mal définies. Deux

hypothéses ont été émises. La premiére décrit U'existence d’un nombre fini de CSH

11



déterminé pendant ’embryogenése. Dans ce modele, les CSH seraient recrutées au hasard
pour proliférer et se différencier en cellules matures (Hellman et al., 1978; Brecher et al.,
1986). La seconde hypothese, privilégiée aujourd’hui, consiste en ’existence d’une petite
population cellulaire ayant une importante capacité d’auto-renouvellement. Ces CSH
seraient capables de se diviser conduisant ainsi a une cellule fille identique et a une
cellule capable de s’engager vers une différenciation (Ho, 2005). Ainsi, il a été montré que
les cellules CD34" pouvaient avoir des divisions asymétriques aboutissant a une cellule
quiescente (ou a division lente) et a une cellule proliférant de facon exponentielle (Huang
et al., 1999). De plus, cette étude a montré que la fréquence des divisions asymétriques
est plus élevée dans la population de cellules CD34" CD38 que dans les cellules CD34"
CD38". Les mécanismes de régulation de ces divisions restent cependant mal connus. De
nombreux travaux récents, réalisés in vitro et in vivo, ont identifié des genes capables
d’influencer ’auto-renouvellement des CSH. Parmi ceux-ci, on trouve des facteurs de
transcription, des régulateurs du cycle cellulaire ainsi que des genes modifiant la structure
du chromosome (Stein et al., 2004). Quoi qu’il en soit, la population de CSH est
étroitement régulée et s’engage, pour une partie, vers la différenciation en cellules

matures.

1.2 Les progéniteurs et précurseurs hématopoiétiques et les cellules
matures
L’engagement des CSH dans une voie de différenciation aboutit en premier lieu a la
formation de cellules présentant un fort pouvoir clonogénique appelés progéniteurs
hématopoiétiques. Ces cellules sont engagées de facon irréversible dans la différenciation
qui conduira a une ou plusieurs lignées cellulaires (Humphries et al., 1981). Les
progéniteurs hématopoiétiques sont capables d’assurer une hématopoiese a court et
moyen terme, mais en aucun cas ne peuvent assurer une reconstitution hématopoiétique a

long terme. Initialement, ces progéniteurs ont été caractérisés grace a des techniques de
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cultures en milieu semi-solide. Ainsi, dés le milieu des années 60, Bradley et Metcalf ont
généré des colonies de cellules macrophagiques et de polynucléaires a partir de moelle
osseuse humaine (Bradley et Metcalf, 1966). Les progéniteurs hématopoiétiques ainsi
caractérisés ont été appelés colony forming cells (CFC), colony forming unit (CFU) ou burst
forming unit (BFU). Ainsi, plusieurs types de progéniteurs ont pu étre caractérisés (Figure
2), parmi lesquels on trouve les CFU-GEMM capables de générer des colonies comprenant
des cellules granulocytaires, macrophagiques, mégacaryocytaires et érythroides, les CFU-
GM capables de former des colonies granuleuses et macrophagiques et les BFU-E capables
de former des foyers de colonies érythroides. Bien que la quantification des différents
types de progéniteurs soit réalisée usuellement par des tests fonctionnels, leur
caractérisation reste difficile en raison du peu de marqueurs disponibles et de
’hétérogénéité de cette population cellulaire. Cependant, ’étude de U’expression des
molécules de surface a permis de caractériser certains progéniteurs. Ainsi, on peut
distinguer les progéniteurs multipotents (MPP) (Morrison et al., 1997), trés précoces,
capables de conduire a la fois aux progéniteurs communs aux lymphocytes (CLP) (Kondo et
al., 1997) et aux progéniteurs communs aux cellules myélo-érytroides (CMP) (Akashi et al.,
1999).

La caractérisation de ces progéniteurs est essentiellement basée sur ’expression de
différentes molécules de surface. Des modeles de schéma de ’hématopoiese murine et

humaine sont proposés figure 3 et 4.
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CLP
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Figure 3 : Représentation schématique d’un modéle de [’hématopoiese précoce chez la souris
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Figure 4 : Représentation schématique d’un modéle de [’hématopoiese précoce humaine

La différentiation des progéniteurs aboutit a la formation de cellules appelées précurseurs
qui représentent le dernier stade de la maturation des cellules hématopoiétiques. Ces
précurseurs sont des myéloblastes, des promyélocytes éosinophiles, des promyélocytes
basophiles, des monoblastes, des proérythroblastes, des mégacaryoblastes et des
lymphoblastes. La maturation de ces précurseurs s’effectue par ’intermédiaire de deux
phénomeénes simultanés : la multiplication et U’évolution morphologique. En effet, les

précurseurs ont une activité mitotique moins importante que les progéniteurs, néanmoins,
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ils conservent une capacité de multiplication relative leur permettant de générer une
dizaine de cellules matures a partir d’un seul précurseur. Classiquement, la maturation se
caractérise par ’évolution de caractéres cytologiques comme la réduction de la taille de la
cellule et du rapport nucléo-plasmique, la condensation de la chromatine etc. Des
modifications morphologiques spécifiques a chaque lignée ont également lieu au cours de
la maturation des cellules circulantes telle que ’énucléation des érythroblastes. Ainsi, la
maturation des précurseurs conduit a la formation de cellules circulantes matures telles
que des granulocytes essentiellement neutrophiles, dont la durée de vie varie de 6 a 24
heures, mais aussi des granulocytes éosinophiles et basophiles. On trouve également des
monocytes (durée de vie de 24 heures) capables de se différencier en macrophages
tissulaires (durée de vie de quelques années) et des lymphocytes dont la durée de vie est
variable de 24 heures a plusieurs années. Enfin, sont aussi présents dans le sang, des
érythrocytes et des thrombocytes ayant respectivement des durées de vie de 120 et 7

jours.

2 Régulation de [’hématopoiése par le micro-environnement

médullaire

La prolifération et la différenciation des CSH, des progéniteurs et des précurseurs
hématopoiétiques sont des mécanismes étroitement controlés. Particulierement, le micro-
environnement médullaire joue un role crucial dans la régulation de ’hématopoiese (Wolf,
1979) en favorisant la réalisation de différents processus hématopoiétiques. Ainsi, il existe
un contact tres étroit entre les cellules hématopoiétiques et les cellules stromales. C’est
ce micro-environnement qui fournit en grande partie aux cellules hématopoiétiques les
molécules nécessaires a leur différenciation ou a leur prolifération. Ces molécules peuvent
étre des facteurs solubles, des molécules d’adhésion ou des molécules de la matrice extra-
cellulaire dont on pensait initialement le role limité a une fonction architecturale mais qui

ont été démontrées capables de transmettre des signaux. L’étude de !"implication majeure
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du stroma médullaire dans la régulation de ’hématopoiese a donné lieu a ’hypothése de
U’existence de niches (Schofield, 1978; Moore, 2004) pour les cellules souches
hématopoiétiques capables d’influencer et de controler leur auto-renouvellement, et leur

engagement vers une différenciation (Figure 5).

Schématisation de la structure de la niche hématopoiétique
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Figure 5 : Représentation schématique de la structure de la niche hématopoiétique.

2.1 Les cellules stromales médullaires
Le stroma médullaire est composé principalement de cing types cellulaires comprenant des
cellules fibroblastiques et myofibroblastiques, des adipocytes, des cellules endothéliales,
des ostéoblastes et des macrophages (Andreoni et al., 1990; Wilkins et Jones, 1995). Les
fibroblastes, les adipocytes et les ostéoblastes peuvent se différencier a partir d’une
méme population cellulaire : les cellules souches mésenchymateuse (CSM) (Pittenger et
al., 1999). Ces CSM sont identifiables par un test fonctionnel (recherche de CFU-F) (Castro-

Malaspina et al., 1980) et par ’expression d’antigenes de surfaces tels que Stro-1, Thy-1,
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VCAM-1, U’endogline, la sous-untité alphal de lintégrine, et MUC18/CD146 et peuvent
s’engager vers une voie de différenciation sous l’influence de différents facteurs (Dennis et
Charbord, 2002). Il est important de noter qu’une particularité de ces cellules serait
d’avoir la capacité de se transdifférencier d’un type cellulaire vers un autre (Dennis et

Charbord, 2002).

2.1.1 Les fibroblastes médullaires
Les fibroblastes et les myofibrobastes médullaires ont été largement étudiés in vitro dans
des cultures de moelle osseuse a long terme. Ces cellules représentent une fraction
importante des cellules stromales dans les cultures de moelle osseuse (Charbord et al.,
1990; Galmiche et al., 1993). De plus, elles ont été retrouvés in vivo au niveau de la
moelle osseuse humaine (Charbord et al., 1996) et murine (Weiss et Geduldig, 1991). Ces
cellules sont capables de soutenir ’hématopoiése in vitro (Moreau et al., 1993; Tamayo et
al., 1994). En effet, il a été montré que les fibroblastes de moelle osseuse produisaient un
grand nombre de molécules capables d’induire la prolifération et la maturation des
progéniteurs hématopoiétiques (Charbord et al., 1991; Verfaillie, 1993; Lisovsky et al.,
1996a). De plus, les fibroblastes médullaires produisent également un grand nombre de
protéines entrant dans la constitution de la matrice extra-cellulaire tels que la laminine, la
fibronectine ou le collagene (de type I, Ill et IV). Ces molécules ont pu étre détectées dans
de nombreuses études de cultures de moelle osseuse a long terme (Andreoni et al., 1990;

Wilkins et Jones, 1995; Rougier et al., 1996).

2.1.2 Les adipocytes médullaires
Les cellules adipeuses sont caractérisées par la présence intra-cytoplasmique de vacuoles
lipidiques. Les adipocytes médullaires sont relativement similaires aux adipocytes extra-
médullaires, néanmoins, ils s’en distinguent par leur forte activité estérasique (Tavassoli,

1989). La fonction précise des adipocytes dans la moelle osseuse reste mal définie.
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Initialement décrits comme éléments architecturaux au sein de la moelle osseuse, les
adipocytes semblent étre en mesure de jouer un role important dans ’hématopoiése. En
effet, ces cellules pourraient constituer une réserve en métabolites énergétiques
nécessaire a ’lhématopoiese (Hussain et al., 1989). De méme, les adipocytes, capables de
sécréter des molécules lipidiques telles que des acides gras ou des esters de cholestérols,
pourraient fournir les molécules nécessaires a la constitution des membranes plasmiques
des cellules en cours de différenciation (Tavassoli, 1989). D’autres études ont également
suggéré un role dans la régulation de U’hématopoieése. Ainsi, il a été montré que les
adipocytes pouvaient produire des quantités importantes de leptine (Laharrague et al.,
1998). Cette molécule est capable d’induire une production de colonies érythroides et
granulo-moncytaire a partir des précurseurs hématopoiétiques qui portent son récepteur
(Mikhail et al., 1997; Umemoto et al., 1997). Plus récemment, il a été démontré que
’adiponectine, hormone produite par les adipocytes, est capable d’influencer la
lymphopoiése (Yokota et al., 2003) et que les adipocytes pouvaient diriger les progéniteurs
immatures vers une différenciation complete (Corre et al., 2004). Ainsi, les adipocytes
médullaires bien que peu étudiés semblent jouer un role non négligeable dans la régulation
de U’hématopoieése comme cela avait été suggéré (Laharrague et al., 1999). Cette
hypothése est corroborée par le fait que plusieurs lignées cellulaires stromales présentant
des vacuoles lipidiques, comme la lignée MS-5 (Issaad et al., 1993), sont capables de

supporter [’hématopoiese (Suzuki et al., 1992; Hangoc et al., 1993).

2.1.3 Les cellules endothéliales
Les cellules endothéliales constituent la paroi des vaisseaux sanguins. Elles jouent en outre
un réle de barriere entre les cellules médullaires et la circulation générale, en particulier
au niveau des nombreux sinus vasculaires (zones d’échanges) situés a proximité des
territoires médullaires. Les cellules endothéliales expriment un certain nombre de

marqueurs tels que le Von Willebrand Factor (VWF), le CD31 ou le CD34. Néanmoins,
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’expression de certaines glycoprotéines de surface varie en fonction de l’organe considéré
(Belloni et Nicolson, 1988). Ainsi, les cellules endothéliales de veine ombilicale (HUVEC)
expriment peu la molécule VCAM-1 tandis que celles de la moelle osseuse l’expriment
fortement (Masek et Sweetenham, 1994). De plus, il a été montré que les cellules CD34+
adhérent en plus grand nombre aux cellules endothéliales de moelle osseuse qu’aux
cellules HUVEC (Rafii et al., 1994). Ainsi, les cellules endothéliales de moelle osseuse
présentent des caractéristiques différentes de leurs homologues d’autres origines
(Schweitzer et al., 1997). Il a été largement documenté que les cellules endothéliales de
moelle osseuse étaient capables de produire un grand nombre de cytokines et de facteurs
de croissance hématopoiétiques en situation physiologique (Abboud, 1995), comme en
réponse a un stress (Gaugler et al., 1998; Girard et al., 2005). De plus, il a été montré que
les cellules endothéliales de moelle osseuse étaient capables de soutenir ’hématopoiese in
vitro (Rafii et al., 1995; Jazwiec et al., 1998; Gaugler et al., 2001). Ainsi, les cellules

endothéliales interviennent largement dans la régulation de |’hématopoiéese.

2.1.4 Les ostéoblastes
Les ostéoblastes sont des cellules du tissu osseux provenant de la différenciation de
cellules souches du stroma médullaire, autrement appelées cellules souches
mésenchymateuses. La majorité de ces cellules se trouvent dans une zone située entre la
bordure de l'os et le tissu hématopoiétique, appelée ’endosteum (Gong, 1978; Lord,
1990). Leur role principal est de synthétiser, de minéraliser et de renouveler la matrice
osseuse durant la croissance et la vie d’un organisme (Marie, 2001). Ainsi, ces cellules
synthétisent un grand nombre de protéines matricielles telles que le collagéne de type 1,
la fibronectine, ’ostéopontine, ’ostéocalcine etc. Bien que Uimplication du stroma
médullaire dans ’hématopoiese ait été suggérée précocement (Wolf, 1979) et que les
ostéoblastes entrent dans la constitution de ce stroma, peu d’études se sont intéressées,

au départ, au role potentiel de ces cellules dans la régulation de U’hématopoiése.
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Cependant, depuis quelques années, il est connu que les ostéoblastes sont capables de
supporter ’hématopoiése in vitro (Taichman et Emerson, 1994; Taichman et al., 1996). De
plus, il a été démontré que ces cellules produisent un grand nombre de protéines pouvant
stimuler ou inhiber la prolifération des cellules hématopoiétiques (Taichman, 2005). Ainsi,
les ostéoblastes prennent part, au méme titre que les autres types cellulaires stromaux, a

la régulation de ’hématopoiese.

2.2 Molécules qui interviennent dans la régulation de I’hématopoiése
Les cellules stromales ont le potentiel de stimuler ou d’inhiber I’hématopoiese via
différentes cytokines solubles ou membranaires ou via la production de molécules
d’adhésion. De plus, la matrice extra-cellulaire, produite par les cellules stromales
intervient également dans la régulation de ’hématopoiese. De trés nombreux facteurs de
croissance et cytokines, qui augmentent ou diminuent la prolifération et la différentiation
des progéniteurs hématopoiétiques ont été décrits (Watowich et al., 1996; Veiby et al.,
1997). En raison du grand nombre de ces facteurs et de la multiplicité de leurs implications
dans ’hématopoiese, il est difficile d’en faire une liste exhaustive. C’est pourquoi seuls les

facteurs principaux seront développés ici pour exemple.

2.2.1 Les principaux facteurs de croissance
De nombreux facteurs de croissance ont été identifiés dans les cultures de moelle osseuse
a long terme. Comme cela a été évoqué, ces facteurs de croissance sont produits par le
micro-environnement médullaire mais aussi par les cellules hématopoiétiques elles-
mémes. Globalement, ces facteurs de croissance peuvent étre regroupés en quatre
catégories : des facteurs maturants spécifiques d’une lignée cellulaire, des facteurs a
spectre d’action plus large, des facteurs de croissance a action précoce et des facteurs

inhibiteurs de |’hématopoiéese.
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Parmi les facteurs maturants, on trouve, entre autres, |’érythropoiétine (Epo). Elle est
synthétisée principalement par les cellules interstitielles du rein et agit spécifiquement en
stimulant les précurseurs érythoides particulierement en induisant la synthese de globine
(Fratantoni, 1998). Un exemple de facteur de croissance a spectre d’action plus large est
le GM-CSF. Il est produit par plusieurs types cellulaires tels que les lymphocytes T, les
monocytes, les cellules endothéliales, les fibroblastes ou les ostéoblastes. Cette
production peut étre spontanée ou induite par le TNFa, UIL-1, ou U'irradiation (Kittler et
al., 1992; Gaugler et al., 1998). Le GM-CSF agit principalement sur la prolifération et la
différenciation des lignées granulocytaires et macrophagiques (Nicola et al., 1983), mais
est aussi capable d’induire la différenciation des mégacaryocytes, des éosinophiles et, en
présence d’érythropoiétine, des érythrocytes. Parmi les facteurs de croissance a action
précoce, on trouve notamment le Stem Cell Factor, le Flt3-Ligand et la thrombopoiétine
(TPO). Bien que la TPO fut initialement considérée comme un facteur agissant sur les
cellules engagées vers une différenciation mégacaryocytaire (Lok et Foster, 1994; Farese
et al., 1995; Kaushansky et al., 1995), il a été récemment démontré qu’elle pouvait
induire une prolifération des CSH (Kimura et al., 1998; Kirito et al., 2005). Le Flt3-Ligand,
ses co-facteurs, ses roles et ses implications seront développés dans une partie ultérieure.

Il existe également un certain nombre de facteurs capables d’inhiber ’hématopoiese
(Moore, 1991), par régulation de ’auto-renouvellement, de la prolifération et de la
différenciation des CSH. Ils peuvent agir directement sur les CSH ou indirectement en
modulant la sécrétion de facteurs de croissance par d’autres populations cellulaires. Parmi
ces facteurs inhibiteurs on trouve, entre autres, les prostaglandines (PG de type E) et
certaines cytokines telle que le TNFa, les interférons et le TGF-B (Transforming Growth

Factor-B) (Fortunel et al., 2000).
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2.2.2 Molécules d’adhésion et micro environnement médullaire
Les cellules souches ont des interactions directes et relativement spécifiques avec la
matrice extra-cellulaire (MEC) et les cellules stromales présentes dans la moelle osseuse
(Simmons et al., 1994; Papayannopoulou et Craddock, 1997). Ces interactions sont
principalement responsables du maintien des CSH dans la moelle osseuse. Néanmoins, elles
permettent également la transmission de signaux qui modulent la survie, la prolifération et
la différenciation cellulaire. Les progéniteurs hématopoiétiques expriment plus de 20
récepteurs d’adhésions différents (Coulombel et al., 1997; Simmons et al., 1997). Parmi
ces molécules, on trouve des intégrines responsables de |’adhésion cellulaire a la MEC
telles que la fibronectine, la laminine ou le collagéne (Verfaillie et al., 1991), des
sélectines ou CAM (cell adhesion molecules) telles que ICAM ou VCAM (Simmons et al.,
1992) (Teixido et al., 1992), des molécules de la famille des « immunoglobulin-like » telle
que PECAM-1 (Watt et al., 1993) et des sialomucines telles que CD34, CD43, CD45RA, PSGL-
1 (P-selectin glycoprotein ligand-1) ou CD164 (Verfaillie, 1998). De nombreuses études ont
démontré que ces molécules avaient d’importants effets sur la survie et la prolifération
des progéniteurs hématopoiétiques mettant ainsi en évidence que [’hématopoiese est
régulée a la fois par des molécules solubles, des molécules membranaires et par des

contacts intercellulaires.

3 Effet d’une irradiation sur I’hématopoiése

L’irradiation induit une aplasie médullaire c’est a dire une réduction importante du
nombre de CSH et de progéniteurs hématopoiétiques dans la moelle osseuse. De facon
générale ce type d’atteinte hématopoiétique peut étre spontanée (anémie de Fanconi,
hépatite virale) ou induite par des agents aplasiants tels que les anti-mitotiques ou les
rayonnement ionisants.

La moelle osseuse est un organe hiérarchisé qui comporte un grand nombre de cellules en

cours de prolifération. C’est pourquoi elle fait partie des tissus les plus radiosensibles.
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Cependant, les différentes cellules hématopoiétiques n’ayant pas la méme capacité de
prolifération, elles n’ont pas toutes la méme radiosensibilité.

Les CSH sont généralement quiescentes, et par conséquent relativement radiorésistantes
(Gothot et al., 1997). Cependant, ces cellules présentent une radiosensibilité, au méme
titre que les cellules germinales, liée a la nécessité impérative de préserver l'intégrité
génomique afin d’assurer la pérennité du tissu (Wright, 1998). Ainsi, la perte cellulaire
radio-induite, principalement conséquente a une altération du génome, peut passer par un
phénomene d’apoptose radio-induite dépendant des caspases et/ou du couple Fas/FasL
(Domen, 2000; Dainiak, 2002). Par ailleurs, la courbe de survie des CFU-S de souris suit un
modele concave multiphasique autrement appelé modéle quadratique linéaire suggérant
’existence d’une catégorie de cellules résistantes méme aux fortes doses (Inoue et al.,
1995). Ainsi, il a été montré que la D, (dose d’irradiation entrainant 37% de survie
clonogénique) des CFU-S murines était de 0,95 Gy apres exposition gamma, mais qu’une
fraction de ces cellules (environ 1 pour 2.10° cellules) était radiorésistante jusqu’a 6 Gy
(Inoue et al., 1995; Dainiak, 2002). Les progéniteurs hématopoiétiques sont des cellules a
fort index prolifératif ce qui en fait une population cellulaire tres radiosensible dont la
diminution radio-induite est essentiellement causée par de ’apoptose (Drouet et al., 1999;
Domen, 2000; Dainiak, 2002). A lUinverse, les précurseurs hématopoiétiques sont plus
radiorésistants en raison de leur faible index mitotique. Enfin, hormis les lymphocytes, les
cellules différenciées ne possedent pas, normalement, de pouvoir prolifératif ce qui les
rend relativement radiorésistantes (Fliedner et al., 1988; Escribano et al., 1998; Dainiak,
2002). Ceci explique que la diminution du nombre des cellules circulantes n’intervient
qu’apres un délai qui correspond a la durée de vie moyenne de ces populations. La
pancytopénie radio-induite est donc la conséquence d’un arrét de production de cellules
matures et non pas d’une mort cellulaire radio-induite des éléments figurés du sang
(Figure 6). La population lymphocytaire, en revanche, est l’'une des plus radiosensible de

’organisme (Tubiana et Lalanne, 1963) et tres sensible a ’apoptose. Récemment, il a été
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montré que les lymphocytes précoces (CD4* CD8) étaient plus radiosensibles que les

lymphocytes plus matures (CD4 CD8") (Grayson et al., 2002; Wilkins et al., 2002).
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Figure 6 : Représentation schématique de l’effet d’une irradiation sur la production de cellules
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circulantes matures.

Globalement, les rayonnements ionisants affectent largement ’hématopoiése directement
en provoquant une diminution du nombre des cellules les plus immatures. Cependant,
Uirradiation induit également une modification du micro-environnement médullaire. Bien
que les cellules stromales matures soient relativement radiorésistantes (Laver et al., 1986;
Yamazaki et Allen, 1991). Il a été mis en évidence qu’une ICT induit une diminution du
nombre de CFU-F dans la moelle osseuse des animaux exposés (Mahmud et al., 2004). De
plus, il a été démontré que des cellules stromales murines irradiées a 5 Gy, perdent
partiellement leur capacité a soutenir ’hématopoiese (Tavassoli, 1982). De plus,
Uirradiation des progéniteurs du stroma médullaire induit une perte de la capacité de
prolifération de ces cellules qui conduit a une modification du micro-environnement
médullaire, par défaut de renouvellement des cellules matures (Grande et Bueren, 1994).
Ainsi, Uirradiation du stroma médullaire affecte la régulation de I’hématopoiese par la
modification de ’expression des facteurs de croissance et des composants de la matrice
extra-cellulaire (Laver, 1989; Fliedner et al., 2002).

Ainsi, dans les heures qui suivent une irradiation corporelle, une baisse brutale des

progéniteurs hématopoiétiques est observée (Drouet et al., 2004). Il en résulte un
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appauvrissement du compartiment médullaire en cellules en cours de prolifération et de
différenciation, puis un arrét de production d’éléments figurés du sang (Dainiak, 2002)
menant a une pancytopénie radio-induite dont la sévérité est liée a la profondeur de
’aplasie médullaire. La capacité de récupération hématopoiétique d’un patient sera donc
strictement liée au nombre de CSH survivantes a Uirradiation. Cependant, ceci doit étre
modulé dans le cas de patients présentant un SIA impliquant plusieurs organes pouvant

influer sur la récupération hématopoiétique.

4 Différentes situations d’irradiations

L’aplasie médullaire radio-induite peut étre consécutive a une radiothérapie ou a un

accident d’irradiation.

4.1 Irradiations thérapeutiques
L’utilisation thérapeutique des rayonnements ionisants est tres ancienne. C’est en 1896,
année de la découverte de la radioactivité naturelle par H.Becquerel (Becquerel, 1896),
que les rayonnements ionisants ont été utilisés pour la premiere fois chez un patient
présentant un cancer de l’estomac et chez un enfant présentant une tumeur cutanée.
Néanmoins, ces essais restaient des épiphénomeénes, jusqu’a la fondation de UInstitut du
Radium en 1913 et la structuration de la radiothérapie en 1920, par Marie Curie. Depuis,
Uirradiation thérapeutique est tres largement utilisée avec de multiples indications dont
95% sont des affections cancéreuses. En effet, la radiothérapie est couramment utilisée
dans le traitement des tumeurs solides et dans le controle des métastases, seule ou en
association avec une chimiothérapie (Cosset, 1998) et/ou une chirurgie. Dans un autre
cadre thérapeutique, l’irradiation corporelle totale fait partie du conditionnement du
patient en vue de greffe de moelle osseuse (Thomas et al., 1976; Cosset et al., 1994). Au-
dela de U'effet anti-tumoral, ce traitement a pour objectif de créer une immunodépression

sévere afin de favoriser la prise de greffe et de limiter les risques de rejet. Compte tenu
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des larges indications de ['utilisation thérapeutique des rayonnements ionisants, on estime
qu’environ 100000 patients sont irradiés chaque année en France.

Comme cela a été évoqué au paragraphe précédent, la radiothérapie induit une aplasie
médullaire associée a une leucopénie et une thrombopénie plus ou moins sévéres selon la
dose délivrée et le volume médullaire inclus dans le champ d’irradiation. Dans certains
cas, U'atteinte médullaire qui se traduit par une pancytopénie profonde conduit a une
suspension du traitement afin de ne pas créer de dommages irréversibles a la moelle
osseuse. Il reste néanmoins difficile d’estimer la sévérité de cette atteinte médullaire
radio-induite. De plus, une méme irradiation n’a pas obligatoirement les mémes
conséquences en termes de profondeur et de durée d’aplasie chez deux patients distincts.
En effet, il semble y avoir des différences de radiosensibilité d’un organisme a ’autre
(Franko et al., 1991; Weil et al., 1996; Ilwakawa et al., 2003). C’est pourquoi il est
particulierement problématique d’évaluer individuellement et simplement [’hématopoiese
résiduelle pendant le traitement. Dans ce cadre, 'utilisation d’un bio-indicateur pourrait

renseigner spécifiquement sur le statut médullaire.

4.2 Irradiations accidentelles
Malgré le nombre important de personnes exposées (patients, personnels médicaux,
travailleurs du nucléaire), la fréquence des accidents d’irradiation reste trés faible.
Néanmoins, hormis [’accident de Chernobyl, on estime aujourd’hui qu’environ 400
accidents d’irradiation ont eu lieu depuis les années 60 conduisant a plusieurs milliers de
victimes et environ 180 décés (Nenot, 1990; Chambrette et al., 2001; Cosset et
Gourmelon, 2002). Les situations d’irradiations accidentelles sont particulierement
délicates a appréhender dans la mesure ou, le plus souvent, plusieurs organes sont mis en
cause. Ainsi, il est particulierement difficile de traiter un irradié accidentel comme [’a
démontré l'accident de criticité de Tokai-Mura (Sasaki et al., 2001). Ces réactions de

fission incontrolées ont causé l’irradiation de 49 personnes dont 3 ont été fortement
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exposés. Le patient le plus gravement irradié présentait une défaillance multiple des
organes difficilement traitable qui a conduit a son décés. Ainsi, apres une irradiation
accidentelle, le probleme réside essentiellement dans la difficulté d’estimer les dommages
radio-induits d’une part, et la capacité de récupération des tissus exposés d’autre part. Ce
mangque d’information est particulierement génant au niveau du systeme hématopoiétique.
En effet, le choix d’un traitement de soutien (par antibiothérapie et par perfusion
d’électrolytes, de fluides et/ou transfusion de cellules circulantes) ou d’aide au
redémarrage de ’hématopoiese (par injection de cytokines) ne peut étre fait que s’il
existe un nombre suffisant de CSH et de progéniteurs aptes a la reconstitution
hématopoiétique. De méme, une greffe de moelle osseuse ne doit étre pratiquée que chez
des patients présentant une éradication profonde de la moelle osseuse afin de limiter les
risques de rejet de greffe ou de réaction du greffon contre I’hote. Il est donc capital, dans
le choix du traitement, d’étre en mesure de quantifier ’hématopoiése résiduelle chez le
patient considéré. Cette évaluation pourrait étre réalisée simplement si nous disposions

d’un bio-indicateur du statut médullaire.

4.3 Un bio-indicateur possible d’atteinte radio-induite a la moelle osseuse :
Le Flt3-Ligand

4.3.1 FLT3/FLT3-Ligand: structures et fonctions

4.3.1.1 FLT3-Ligand: structure et cellules productrices
Le Flt3-ligand (fms-like tyrosine kinase 3 ligand ou FL) est une cytokine a action précoce.
Elle a été découverte initialement chez la souris (Lyman et al., 1993a), puis simultanément
par deux équipes chez I’lhomme (Hannum et al., 1994; Lyman et al., 1994). Le géene est
porté par les chromosomes 7 chez la souris et 19 chez ’homme (Lyman et al., 1995c) avec
une taille de 4 kb et 5,9 kb respectivement. Les séquences nucléotidiques présentent une
identité de 76% entre ces deux especes (Lyman et al., 1994). Chez la souris, comme chez

’homme, le gene est constitué de 8 exons codants dont les tailles et les séquences se sont
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bien conservées au cours de l’évolution et de deux exons non codants qui participent a la
variabilité des ARNm codant le FL (Figure 7). Ainsi, les cinq premiers exons codent la
séquence protéique active, l’exon 6 porte un codon stop qui conduit a la forme soluble de
la protéine, l’exon 7 code la partie transmembranaire et une partie du domaine

cytoplasmique, et enfin, |’exon 8 code la seconde partie du domaine cytoplasmique.
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Figure 7 : schéma de [’organisation du géne murin codant le FL, des épissages alternatifs de
[’ARNm et de structure des quatre formes possibles de la protéine. En haut : organisation de [’ADN
génomique, avec les tailles d’introns et d’exons indiquées en dessous. Les exons hachurés sont non
codants. Au milieu : les trois formes d’épissage alternatifs de I’ARN messager, qui donnent (de
gauche a droite) la forme 6C transmembranaire, la forme 5H transmembranaire également et qui
n’a pas été retrouvée chez ’homme, la forme E6 directement soluble, et la forme E6A16, qui
comporte une délétion de 16 paires de bases incluant une cystéine formant un pont di-sulfure
indispensable pour U’activité de la cytokine. Cette forme est donc inactive. En bas : pourcentages
relatifs d’expression de chacune des formes de [’ARN messager dans la moelle osseuse et la rate
chez le souris. CK: cytokine, T : tether, TM : transmembranaire, Cyto : cytoplasmique, PS :

peptide signal. D’apres (Lyman et al., 1995c) et (McClanahan et al., 1996).
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Un épissage alternatif de UARNm permet la production de différentes formes de la
molécule (Lyman et al., 1995a), avec quatre formes majoritaires chez la souris dont une
forme soluble produite par un réarrangement de U’exon 6 et trois formes membranaires
produites par excision de I’exon 6 et réarrangement différentiel des exons 7 et 10 (Lyman
et al., 1995a; Lyman et al., 1995c). Chez ’homme, toutes les formes de la protéine
existent a ’exception de l’une des formes membranaires, la forme 5H (Figure 7).

La protéine membranaire est constituée de 235 acides aminés (aa) avec deux sites de N-
glycosylation et quatre résidus cystéines. Elle est constituée d’une partie COOH terminale
intra-cytoplasmique (30 aa), d’une partie transmembranaire (23 aa), et d’une partie N-
terminale extracellulaire (156 aa) comprenant la partie active de la molécule capable de
se lier au récepteur. Les protéines humaine et murine présentent 72% d’identité de
séquence (Lyman et al., 1994). Le relargage de la cytokine depuis la surface membranaire
se ferait par clivage protéolytique, bien que cela n’ait pas été formellement démontré, et
permettrait de libérer dans le milieu une protéine monomérique de 34 kD (McClanahan et
al., 1996; Chklovskaia et al., 1999). Cependant, un épissage alternatif de ’ARNm permet
le relargage d’une forme homodimérique soluble de 64 kD dans différents types cellulaires
(McClanahan et al., 1996).

Il est remarquable que la structure protéique du FL présente de grandes similitudes avec
celle de deux autres cytokines : le M-CSF (ou CSF-1) et le SCF (Hannum et al., 1994; Lyman
et al., 1994). Cette homologie de structure est associée a une homologie de fonction et

d’activité biologiques (Lyman et Jacobsen, 1998).

La recherche de I’ARN messager codant le FL a permis de montrer que la production de
cette cytokine est relativement ubiquitaire dans l’organisme. En effet, chez ’homme, le
messager codant le FL a été retrouvé dans la moelle osseuse, dans le thymus, dans les
organes lymphoides secondaires (Lyman et al., 1994), et chez la souris dans la moelle

osseuse, la rate, le thymus, mais également a plus faible niveau dans le foie, le cerveau et
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les poumons (Hannum et al., 1994). L’expression relative des différentes formes de I’ARN
messager est présentée dans la figure 7. Les cellules capables de produire du FL ont été
identifiées essentiellement par U’étude in vitro de lignées cellulaires. Ces études ont
montré que les lignées lymphocytaires T et B (Brasel et al., 1995; Meierhoff et al., 1995),
ainsi que différentes lignées de cellules stromales de souris (Lisovsky et al., 1996a)
expriment UARNm codant le FL. Plus récemment, il a été montré que le FL est produit
également par les cellules endothéliales (Solanilla et al., 2000b). Cette production de FL
peut étre constitutive ou induite par différents facteurs tels que le TGF-B, IFN-a, le MIP-1a
(Solanilla et al., 2000b) ou le ligand du CD40, le CD154 (Solanilla et al., 2000a). De méme,
la stimulation des lymphocytes T via la chaine y commune aux récepteurs de UIL-2, de UIL-
4, de UIL-7 et de UIL-15 induit le relargage de FL soluble a partir d’un réservoir
intracytoplasmique (Chklovskaia et al., 2001). De plus, le FL est également produit par les
cellules stromales médullaires aprés induction par le TNF-a (Dormady et al., 2001), U’IL-1
(Lisovsky et al., 1996a) ou le couple IL-6/IL-6 récepteur soluble (Peters et al., 2001). Il
apparait donc clairement que le FL est une cytokine produite de facon induite ou

constitutive par un grand nombre de cellules dans ’ensemble de |’organisme.

4.3.1.2 Le récepteur Flk2/FIt3
Au regard de cette production ubiquitaire de la cytokine, il est intéressant d’observer que
"expression du récepteur du FL, la molécule Flk2/Flt3, est quant a elle beaucoup plus
restreinte (Rappold et al., 1997). Le géne codant pour le récepteur Flk2/FIt3 a été cloné
en 1991 chez la souris (Matthews et al., 1991; Rosnet et al., 1991a) et en 1993 chez
’homme (Rosnet et al., 1993). Le gene est porté par le chromosome 13q12 chez ’homme
(Rosnet et al., 1991b), et comporte 24 exons sur une longueur de 96 kb. Il a été montré
tres rapidement que ’expression de ’ARNm codant pour ce récepteur est restreinte aux
cellules hématopoiétiques et lymphoides immatures chez la souris (Matthews et al., 1991)

et chez ’homme (Rosnet et al., 1993). Le FIlt3 humain est une protéine de 993 acides
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aminés, dont la forme mature fait 155Kd (Lyman et al., 1993b). La structure de cette
protéine en fait clairement un membre de la famille des récepteurs a tyrosine kinase de
type Ill, comme le c-kit (récepteur du SCF), le c-fms (récepteur du M-CSF ou CSF-1 colony
stimulating factor-1) et les chaines a et B du récepteur du PDGF (platelet-derived growth
factor). Le récepteur comporte cing domaines « immunoglobulin-like » dans sa partie
extra-cellulaire, avec les trois domaines distaux impliqués dans le site de liaison a la
cytokine, et les deux domaines proximaux impliqués dans la dimérisation du récepteur
(Figure 8). La molécule comporte ensuite une partie transmembranaire et deux domaines
tyrosine kinase séparés par un domaine interkinase. La partie intracytoplasmique de la

molécule comporte 23 résidus tyrosine (Rosnet et al., 1991a; Dosil et al., 1993).

Domaines Ig like ™ JIM TK1 IK TK2 CT

541 21 46

Taille en acides
aminés

103 72 167 43

Figure 8 : Structure du récepteur du FL, la protéine FIt3. La partie extra cellulaire est composée
de 5 domaines « immunoglobulin-like », suivie de la partie transmembranaire (TM) et de la partie
juxtamembranaire (JM) dans laquelle se localisent les duplications en tandem conduisant a une
autophosphorylation du récepteur (zone hachurée). Les deux zones a activité tyrosine kinase (TK1
et TK2) sont dans la partie COOH terminale (CT) du récepteur. L’acide aspartique de la TK2 dont la
substitution conduit a une auto-activation du récepteur est indiqué par le trait vertical. D’apreés

Fichelson, 1998.

Les études de l’activation cellulaire via le récepteur Flt3 ont montré une succession
d’étapes classiquement décrites pour les tyrosines kinases de Type Ill. La fixation du ligand
au récepteur induit une dimérisation du récepteur, et la juxtaposition des domaines

intracytoplasmiques rend possible la transphosphorylation des résidus tyrosine du dimere.
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Le signal est ensuite transmis soit par la voie des inositol phosphates 3’ kinases (IP3K), soit
par d’autres voies IP3K indépendantes, dans les lymphocytes B notamment (Rosnet et al.,

1996).

4.3.1.3 Activités du Flt3-Ligand
La cytokine étant produite de facon ubiquitaire dans l'organisme, c’est l’expression
restreinte du récepteur Flk2/FIt3 qui gouverne son éventail d’activités. Peu de travaux ont
considéré ’expression de la protéine Flt3, néanmoins, il a été montré que ’expression de
son ARNm est limitée aux cellules hématopoiétiques et aux thymocytes immatures
(Matthews et al., 1991; Rossner et al., 1994). Ainsi, 63 a 82% des cellules CD34" de moelle
osseuse, 88 a 95% des cellules CD34" de sang de cordon et 90% des thymocytes portent le
recepteur au FL (Rappold et al., 1997; Bertho et al., 2000). C’est pourquoi le FL agit
essentiellement en induisant la prolifération des cellules hématopoiétiques immatures des
lignées myéloides (Lyman et al., 1993a; Hannum et al., 1994; Lyman et al., 1994) et
lymphoides (Hunte et al., 1996; Ray et al., 1996; Bertho et al., 2000), souvent en synergie
avec d’autres cytokines comme le SCF sur les progéniteurs myéloides (Hannum et al.,
1994) ou lymphoides B (Hunte et al., 1996) et U’IL-7 sur les progéniteurs intra-thymiques
(Bertho et al., 2000). Le FL agit également sur la différenciation des monocytes et des
progéniteurs lymphoides en cellules dendritiques aussi bien in vitro (Siena et al., 1995)
que in vivo (Maraskovsky et al., 1996), et sur la prolifération et la différenciation des
progéniteurs lymphocytaires B en synergie avec U'IL-7 et U'IL-11 (Hunte et al., 1996; Ray et
al., 1996). L’importance du FL dans la prolifération des cellules hématopoiétiques
immatures et dans la différenciation de certaines lignées cellulaires a été confirmée chez
les souris KO pour le gene codant le FL. En effet, ces animaux présentent un déficit
profond affectant les progéniteurs myéloides et lymphoides de la moelle osseuse, les

cellules dendritiques et les cellules « natural killer » (NK) (McKenna et al., 2000). De plus,
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le nombre de cellules T présentes dans leurs tissus lymphoides est également réduit, bien

que la cellularité thymique ne soit pas modifiée.

Cet éventail d’activités, décrites essentiellement in vitro a suscité un tres grand intérét
pour cette cytokine, essentiellement dans deux buts : d’une part, ’expansion ex vivo des
cellules hématopoiétiques et d’autre part des essais de stimulation de ’hématopoiese par
injection du FL. Des les premieres études sur les activités biologiques du FL, son activité
hématopoiétique a été mise en évidence (McKenna et al., 1995). En effet, il a été
rapidement montré que le FL agit in vitro sur les cellules hématopoiétiques les plus
immatures surtout en synergie avec d’autres facteurs comme U’IL-3, le GM-SCF, le SCF et
UIL-6 (Rusten et al., 1996). Il a également été montré in vitro que le FL, en association
avec d’autres cytokines, permet de diminuer |’apoptose radio-induite des cellules souches
et des progéniteurs hématopoiétiques (Drouet et al., 1999) et est capable d’induire la
prolifération des cellules souches CD34°CD38 quiescentes, la encore essentiellement en
synergie avec d’autres facteurs (Shah et al., 1996). Cette derniere étude a également
montré que le FL agit d’autant moins que les cellules hématopoiétiques sont matures.
Ainsi, Uactivité du FL diminue d’un facteur deux sur les cellules CD34°CD38" par
comparaison avec les cellules CD34'CD38. Clairement, le FL est devenu un facteur
incontournable de toutes les études sur la prolifération et la différenciation des cellules
hématopoiétiques et sur I’expansion ex vivo de ces cellules (Bertho et al., 2002; Heike et
Nakahata, 2002; Norol et al., 2002).

Cette action du FL sur les cellules immatures de la moelle osseuse a conduit a différents
essais d’injection de la cytokine dans différentes situations. Chez la souris, des injections
de FL durant 15 jours ont montré une augmentation tres importante de tous les
compartiments hématopoiétiques, dans la moelle osseuse, la rate et le sang périphérique
(Brasel et al., 1996), ce qui a suggéré une utilisation possible comme facteur de

mobilisation des cellules souches. Ceci a été confirmé par une autre étude, en utilisant
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une combinaison de FL et de G-CSF durant 5 a 7 jours chez le primate non humain
(Papayannopoulou et al., 1997). Cependant, dans tous les cas, une déplétion transitoire de
la moelle osseuse a été observée. Par la suite, des essais d’injection de FL chez I’lhomme
ont montré une bonne tolérance de la molécule jusqu’a des doses de 100ug/kg sur 14 jours
(Maraskovsky et al., 2000) avec une augmentation du nombre de cellules mononucléées
circulantes, mais également des cellules CD34" et des CFU-GM. Cependant, ceci
s’accompagne d’une augmentation des monocytes circulants d’un facteur 5 a 10 et d’un
facteur 30 des cellules dendritiques, ce qui confirme in vivo activité du FL sur la
différenciation des cellules dendritiques (Siena et al., 1995). Dans ces études, aucun effet
secondaire notable, hormis une réaction locale au site d’injection et des ganglions
lymphatiques volumineux, n’a été mise en évidence.

Peu d’études ont été conduites sur la capacité du FL a accélérer la reprise
hématopoiétique. Pour U'essentiel, une étude a été conduite chez la souris, et a montré
une forte augmentation de l’incidence des déces liés a la GVHD (Blazar et al., 2001). Cette
mortalité excessive est probablement liée a Uactivité inductrice du FL pour la
différenciation des cellules dendritiques. Cette activité de la cytokine est également a
’origine de la survie prolongée de souris dans un modéle murin de cancer métastatique
des poumons (Chakravarty et al., 1999). Une autre étude réalisée chez le primate non
humain irradié a montré qu’un traitement par une combinaison de FL et de TPO,
administré apreés irradiation, conduisait a une diminution de bénéfice thérapeutique en
terme de profondeur et de durée de la thrombopénie par rapport a des animaux traités par
TPO seule (Hartong et al., 2003). D’aprés les auteurs, cet effet antagoniste pourrait étre
du a Uinduction préférentielle, par le FL, d’une différenciation des cellules souches vers
les lignages myéloides au dépend des lignages mégakaryocytaires (Hartong et al., 2003). La
perte de bénéfice thérapeutique observée dans cette étude expliqueraient qu’aucune
étude clinique n’ait été réalisée chez les patients aplasiques. Cependant, il faut noter que

Uutilisation du FL en combinaison avec d’autres cytokines (SCF, TPO, IL-3 + SDF-1)
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augmente trés significativement la survie de souris irradiées létalement (Herodin et al.,
2003). De plus, une étude menée chez le primate a démontré efficacité d’un tel
traitement pour réduire considérablement le syndrome hématopoiétique radio-induit
(Drouet et al., 2004).

Il est a noter également qu’un effet radioprotecteur de la cytokine a été mis en évidence
chez la souris (Hudak et al., 1998) et chez le lapin (Gratwohl et al., 1998)). Dans les deux
cas, l’administration de FL entre 24 et 20 heures avant irradiation permet d’augmenter la
survie des animaux irradiés a une dose létale (12 et 14 Gy chez le lapin et 10 Gy chez la
souris) dans une proportion de 60 a 100%. Cependant, chez la souris, bien que le
traitement par FL améliore la reconstitution hématopoiétique, une anémie et une
thrombocytopénie prolongée ont été observées. La raison est probablement liée au fait
que le FL injecté seul agit essentiellement sur les progéniteurs des lignées granulo-
monocytaires et lymphocytaires (Hannum et al., 1994; Lyman et al., 1994; Hunte et al.,
1996; Ray et al., 1996). Plus récemment, il a été montré qu’un vecteur plasmidique codant
le FL pouvait étre utilisé comme adjuvant pour l’induction de réponses immunitaires
antigene-spécifique chez la souris (Fong et Hui, 2002; Sang et al., 2003). Cette activité
adjuvante semble en partie liée a la capacité du FL a augmenter le nombre de cellules
dendritiques dans la circulation générale et dans les organes (Maraskovsky et al., 1996).
Cette capacité a stimuler la prolifération des cellules dendritiques a également été
considérée avec intérét dans le cadre du traitement de ’asthme. En effet, les cellules
dendritiques produisent de U’IL-12 capable d’inhiber la différenciation des lymphocytes T
naif en lymphocytes T de type 2 impliqués dans ’asthme. Ainsi, il a été mis en évidence
qu’un traitement par FL était capable de prévenir (Agrawal et al., 2001) et de diminuer
(Edwan et al., 2004) ’inflammation allergique des voies aériennes chez la souris. En outre,
’administration du plasmide codant le FL est capable d’inhiber la production de U’IL-4 et

de UIL-5, deux médiateurs majoritaires de [’asthme (Edwan et al., 2005).
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4.3.2 FIt3-Ligand / Flt3 et pathologies humaines
4.3.2.1 Mutation du récepteur Flt3 et pathologies hématopoiétiques malignes
L’étude de U’expression du récepteur FIt3 par les lignées de cellules leucémiques établies a
montré une expression de UARNm ou de la protéine dans 50% des lignées myélo-
monocytaires et dans 90% des lignées pré-B, alors que trés peu de lignées T,
érythrocytaires ou mégacaryocytaires expriment le récepteur (Drexler, 1996). De plus, une
co-expression du récepteur et de la cytokine a été mise en évidence dans les cellules
leucémiques (Lisovsky et al., 1996b), ce qui suggérait une implication possible du Flt3 dans
la pathogénie de certaines leucémies par un mécanisme autocrine. De fait, 70% a 100% des
cas de leucémie aigué myéloide (LAM) et des leucémies aigués lymphoides pré B (LAL
préB), mais aussi des leucémies myéloides chroniques en crise blastique lymphoide (LMC)
montrent une surexpression du récepteur (Carow et al., 1996; Gilliland et Griffin, 2002;
Stirewalt et Radich, 2003). Par la suite, deux types de mutations ont été mis en évidence
dans les leucémies porteuses du Flt3 (Figure 4). Le premier type est une duplication
interne du domaine juxtamembranaire (Nakao et al., 1996), qui contient un site
d’inhibition de U’activité tyrosine kinase. Cette duplication conduit a une levée de cette
inhibition, conduisant a une autophosphorylation constitutive du récepteur. Ce type de
mutation a une incidence moyenne de 24% dans les LAM (Gilliland et Griffin, 2002). Le
deuxiéme type de mutation du récepteur est une substitution d’un résidu acide aspartique
en position 835, dans la boucle d’activation du site tyrosine kinase 2 (Yamamoto et al.,
2001). La substitution de cet acide aspartique par un résidu tyrosine (cas le plus fréquent)
ou par d’autres résidus (valine, histidine, glutamine ou asparagine) a été observée avec
une incidence de 7% environ (Gilliland et Griffin, 2002), et conduit a une modification de
conformation tridimensionnelle du site tyrosine kinase 2 rendant accessible le site de
phosphorylation, ce qui induit une autophosphorylation du récepteur. Dans tous les cas, les
mutations du récepteur semblent associées a un mauvais pronostic des leucémies

porteuses de ces mutations (Gilliland et Griffin, 2002), bien que des résultats récents
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semblent indiquer que ce pronostic défavorable puisse étre modifié par ’intensification de
la chimiothérapie par cytarabine (Kottaridis et al., 2003). Ceci a conduit au
développement de traitements basés sur [’utilisation d’inhibiteurs de tyrosine kinase dans
ces cas de leucémies a mutation du récepteur FLT3 (Levis et al., 2002; Brown et Small,

2004; Brown et al., 2005).

4.3.2.2 Variation du FL chez le patient aplasique
Rapidement aprés sa découverte, il a été montré que le FL est présent dans le sang
circulant a une concentration comprise entre 10 et 100 pg/ml de sérum (Lyman et al.,
1995b). Cette concentration de FL circulant a été réévaluée a 53 + 35 pg/ml de sérum
(Todd et al., 1997). Il a été observé chez des patients souffrant d’aplasie médullaire
idiopathique ou d’anémie de Fanconi (Lyman et al., 1995b) que la concentration sérique
de FL était augmentée. De plus, le suivi de patients atteints d’aplasie médullaire
idiopathique au cours de leur traitement a montré que le taux de FL sérique était
normalisé pendant les rémissions mais de nouveau augmenté en cas de rechutes (Wodnar-
Filipowicz et al., 1996). Cette méme étude a également mis en évidence que le taux de FL
était augmenté lors des aplasies induites par chimiothérapie. Bien que le nombre de
prélevements médullaires faits chez des patients en aplasie ait été limité, il a pu étre
montré que la concentration sanguine de FL est inversement proportionnelle a la
fréquence de cellules formatrices de colonies (CFC) dans la moelle osseuse (Wodnar-
Filipowicz et al., 1996). C’est cette corrélation négative entre FL sanguin et fréquence des
CFC médullaires qui a suggéré une utilisation possible des variations de concentration du
FL dans le sang périphérique comme bio-indicateur de fonctionnement de la moelle
osseuse. Ceci a été confirmé dans une étude réalisée chez le primate non humain irradié

(Bertho et al., 2001).

37



4.3.2.3 Variation du FL au cours de la mobilisation par G-CSF
L’une des applications possibles de 'utilisation du FL comme bio-indicateur est d’essayer
de prédire la capacité de mobilisation des cellules souches hématopoiétiques dans le sang
périphérique apres injection de G-CSF. En effet, la quantité de cellules CD34" mobilisées
est variable en fonction des pathologies existantes et des traitements recus par le patient
(Bensinger et al., 1995; Weaver et al., 1998). De méme, chez les donneurs sains, il existe
une variabilité individuelle de la capacité de mobilisation qui pourrait étre due a la
présence de ’allele SDF1-3’A comme cela a été démontré chez des patients présentant
des pathologies malines (Benboubker et al., 2001). Cependant, il est logique de penser que
la capacité de mobilisation d’un individu dépend étroitement de ’état de fonctionnel de
sa moelle osseuse, et qu’a ce titre le FL pourrait étre utilisé. Plusieurs études ont été
réalisées chez les donneurs sains pour essayer de corréler la concentration de FL avant
mobilisation et le nombre de cellules CD34" circulantes au 5°™ jour des injections de G-
CSF (Gazitt et Liu, 2000; Dettke et al., 2001; Haidar et al., 2002). Bien que les trois études
s’accordent pour indiquer une augmentation de la concentration de FL durant la
mobilisation, les résultats des analyses effectuées sont en partie contradictoires. En effet,
deux études ont montré une corrélation directe entre le taux circulant de FL et le nombre
de cellules mobilisées (Gazitt et Liu, 2000; Haidar et al., 2002) et la troisieme étude a
montré une absence de corrélation entre les deux parametres (Dettke et al., 2001). Ces
analyses contradictoires ont certainement plusieurs origines, tout d’abord, elles sont en
partie dues a la connaissance insuffisante des mécanismes de mobilisation (Lapidot et
Petit, 2002). Ensuite, l’absence de connaissances sur les mécanismes de régulation du FL,
aussi bien au niveau de la production par les différents types cellulaires impliquées, qu’au
niveau de la consommation par les cellules porteuses du récepteur rend difficile ’analyse
comparée de ces travaux. Enfin, la régulation de la concentration sanguine de cette

cytokine reste mal connue (Fichelson, 1998). Ainsi, il y a clairement un manque de
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connaissances sur la régulation de cette cytokine, aussi bien en situation physiologique

normale qu’en conditions physiopathologiques.
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BUT DE L’ETUDE

Le travail que nous avons réalisé a donc suivi deux axes principaux. Tout d’abord, nous
avons caractérisé le FL comme bio-indicateur de U’atteinte hématopoiétique, dans un
modele de souris irradiée de facon homogéne et hétérogene. Une validation de ce bio-
indicateur a également été réalisée en clinique humaine. L’utilisation du FL comme bio-
indicateur de ’atteinte hématopoiétique nécessitait une meilleure connaissance de ses
mécanismes de régulation. C’est pourquoi nous avons développé un deuxieme axe d’étude
visant a définir les différentes populations cellulaires impliquées dans cette régulation,

dans un modele murin, en clinique humaine et in vitro.
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MATERIELS ET METHODES

1 Etude in vitro

1.1 Lignées Cellulaires

1.1.1 Lignée ostéoblastique humaine : MG-63
La lignée cellulaire MG-63 a été dérivée d’un ostéosarcome humain (Billiau et al., 1977).
L’ostéosarcome est une différenciation néoplasique des ostéoblastes qui se développe au
dépend du tissu ostéogénique. La lignée cellulaire MG-63 utilisée dans cette étude a été
fournie gracieusement par le docteur Pierre MARIE (Inserm U349, hopital Lariboisiere,
Paris). Sa culture a été effectuée en milieu Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) a
4,5 g/l de glucose (Invitrogen, Cergy-Pontoise, France) supplémenté avec 1% de
pénicilline-streptomycine (Invitrogen), 1% de L-Glutamine (Invitrogen) et 10% de Sérum de
veau feetal (SVF, Invitrogen). Les cellules ont été cultivées a 37°C, en atmosphére humide
a 5% de CO,. Un passage hebdomadaire a été réalisé. Les cellules ont été isolées par
incubation avec de la trypsine (Invitrogen) pendant 5 minutes, numérées en bleu trypan et
ensemencées a 5000 cellules par cm2. Le milieu de culture a été renouvelé deux fois par

semaine.

1.1.2 Lignée stromale murine : MS-5

La lignée MS-5 a été obtenue par dérivation a partir d’un stroma médullaire de souris
irradié a 9 Gy (Itoh et al., 1989). Il a été montré que ces cellules étaient capables de
supporter ’hématopoiese (Suzuki et al., 1992; Issaad et al., 1993).

La culture de cette lignée a été effectuée en milieu MEMa (Invitrogen) supplémenté avec
1% de pénicilline-streptomycine, 1% de L-Glutamine et 10% SVF. Les cellules ont été
maintenues a 37°C dans une atmosphere humide a 5% de CO,. Le renouvellement du milieu
de culture était hebdomadaire jusqu’a la confluence, puis les cellules ont été passées a

0,02.10° cellules /cm?.
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1.1.3 Lignée stromale de moelle osseuse humaine : HS-5
La lignée HS-5 (ATCC CRL-11882) a été obtenue par transformation de cellules stromales
humaines par I’HPV-16 E6/E7 (Roecklein et Torok-Storb, 1995).
La culture de cette lignée a été effectuée en milieu DMEM a 4,5 g/l de glucose
supplémenté avec 1% de pénicilline-streptomycine, 1% de L-Glutamine et 10% de SVF. Les
cellules ont été maintenues a 37°C dans une atmosphere humide a 5% de CO,. Le
renouvellement du milieu de culture était bi-hebdomadaire jusqu’a la confluence, puis les

cellules ont été passées a 0,02.10° cellules /cm?.

1.2 Irradiations et stimulation
Les différentes lignées cellulaires et les cultures primaires de cellules stromales ont été
irradiées dans leurs milieux de culture par une source de "*’Cs située a Fontenay-aux-roses
(IBL 637, Cisbio, Saclay, France). L’irradiation des cellules a été réalisée en plaque de
culture, a température ambiante, pour des doses de 2, 5 ou 10 Gy. Le débit de dose moyen
sur ’ensemble de ces irradiations est de 1,033 + 0,002 Gy. Certaines cultures cellulaires
ont été stimulées par incubation en présence de 10 ng/ml de TNFa (Invitrogen). Pour
chaque échantillon irradié ou stimulé, un témoin a été traité dans les méme conditions

expérimentales.

1.3 Etude de la production de Flt3-Ligand
1.3.1 Mise en culture des cellules
La mise en culture des cellules varie selon les caractéristiques de prolifération de la lignée
considérée.
e Les cellules de la lignée MG-63 ont été ensemencées la veille de Uirradiation en
plaques 6 puits a 40 000 cellules par cm? dans 4 ml de milieu DMEM supplémenté

avec 10% de SVF.
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Les cellules MS-5 ont été ensemencées en plaques 12 puits a 10 000 cellules par
cm? dans 2 ml de milieu MEM alpha supplémenté avec 10% de SVF et cultivées
jusqu’a confluence.

Les cellules HS-5 ont été cultivées jusqu'a la confluence en flasques 25 cm? avec un
ensemencement initial a 20 000 cellules par cm? dans 5 ml de milieu DMEM

supplémenté avec 10% de SVF.

Dans tous les cas, le milieu de culture a été remplacé par du milieu frais le jour de

Uirradiation. Le volume a été ajusté en fonction de la croissance cellulaire.

Pour la lignée MG-63, les cellules récoltées a J3 et J7 ont été placées dans un
volume initial de 2,5 ml et 3 ml de milieu de culture respectivement et les cellules
récoltées a J10 et J14 ont été cultivées dans 4 ml de milieu.

Pour la lignée MS-5, les cellules récoltées a J3, J7, J10 et J14 ont été placées
respectivement dans 1, 1,5, 2 et 2 ml de milieu de culture.

Dans le cas de la lignée HS-5, le volume du milieu de culture était constant a 5 ml.
Néanmoins, une demi-déplétion bi-hebdomadaire du milieu a été réalisée. Les

cellules ont été récoltées a J3, J7, J10 et J14.

Les plaques ont été irradiées (cf. paragraphe 1.2) puis incubées a 37°C en atmosphere

humide a 5% de CO, pendant 3, 7, 10 ou 14 jours.

1.3.2 Recherche de la forme soluble de FL

A différents temps apreés irradiation, les surnageants ont été récoltés et leurs volumes ont

été mesurés. Apres les avoir débarrassés des débris cellulaires par une centrifugation de 5

minutes a 2000g, ils ont été conservés a -80°C. Le FL soluble présent dans les surnageants

de culture a été quantifié par test ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) (R & D

system, London, UK) selon les recommandations du fournisseur.
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1.3.3 Recherche du FL présent dans le cytoplasme
Aprés un rincage en PBS, les cellules ont été incubées pendant 5 minutes a 37°C avec de la
trypsine (1 ml de trypsine par puits pour les plaques 6 puits, 500 pl pour les plaques 12
puits ou 2 ml pour les flasques 25 cm?). L’action de la trypsine a été stoppée par ajout
d’un volume équivalent de milieu de culture contenant 10 % de SVF puis les cellules ont
été récoltées et centrifugées pendant 8 minutes a 800g. Le culot cellulaire a été repris
dans 210 pl de milieu. Dix micro litres de cette suspension ont été prélevés pour une
numération, une partie des cellules a été conservée pour faire une recherche de ’ARNm
codant le FL, et l'autre partie a été lysée afin de rechercher le FL présent dans le
cytoplasme. Le lysat cellulaire a été réalisé en placant les cellules dans du tampon de lyse
(PBS contenant 0,1 % de Triton X-100) puis en effectuant trois cycles de congélation (-
80°C)/décongélation (37°C). Selon le cas, le volume de tampon de lyse était ajusté pour
l’obtention d’une concentration de 5.10° cellules par ml ou était simplement de 50 pl
(volume minimum nécessaire pour la recherche du FL). Le FL cytoplasmique a été quantifié

par test ELISA.

2 Etude in vivo

2.1 Modéles murins

2.1.1 Les Animaux
Toutes les expérimentations réalisées au cours de ce travail ont été menées en accord
avec la législation européenne sur U’expérimentation animale apres avis du comité
d’éthique de UlInstitut de Radioprotection et de Slreté Nucléaire (Loi n°87-848 du 19

octobre 1987, modifiée le 29 mai 2001).

2.1.1.1 Souris BALB/c

Les souris males BALB/c ont été obtenues aupres de l’élevage Janvier (Le Genest saint Isle,

France). Une période minimale d’une semaine d’acclimatation a été respectée. La boisson
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et la nourriture ont été distribuées ad libitum durant toute la durée de |’expérimentation.
A leur arrivée, les souris ont été réparties au hasard par groupe de cing dans des cages
maintenues dans une armoire ventilée a la température de 22°C avec une alternance

jour/nuit de 12 heures.

2.1.1.2 Souris NOD/SCID

Les souris NOD/SCID (non-obese diabetic-severe combined immunodeficient) sont des
animaux de méme fond génétique que les souris BALB/c, issues d’un croisement entre
deux lignées de souris portant chacune une mutation (Prochazka et al., 1992). Les souris
SCID portent une mutation autosomique (C.B-17scid) qui conduit a un défaut en
lymphocytes B et T fonctionnels (Bosma et al., 1983) lié a un défaut de réarrangement des
genes codant pour les immunoglobulines des cellules B et pour le récepteur de l’antigene
des cellules T (Schuler et al., 1986). Les souris NOD portent une mutation qui conduit
également a une forte réduction du nombre de lymphocytes T et de cellules NK (Kataoka
et al., 1983; Poulton et al., 2001). Il en résulte que les souris NOD/SCID n’ont pas de
lymphocytes B ou T fonctionnels et qu’elles présentent une immunodéficience sévere.

Les souris NOD/SCID sont élevées au sein de ’animalerie du service de radiobiologie et
d’épidémiologie. L’élevage est maintenu dans un isolateur stérile, et les animaux sont
alimentés avec de la nourriture et de U'eau stériles. La température de lisolateur est
maintenue constante a 22°C avec un cycle lumineux de 12 heures. Les animaux en cours
d’expérimentation sont hébergés dans des cages stériles a couvercle filtrant, maintenus

dans des armoires ventilées et manipulés sous une hotte a flux laminaire.

2.1.2 Les irradiations
2.1.2.1 Irradiations corporelles totales (ICT)
Les souris agées de 10 semaines ont été placées dans des cages de contentions stériles et

irradiées par une source de *’Cs (IBL 637). Sept doses ont été étudiées chez les souris
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BALB/c soient 0, 2, 4, 6, 8, 10, et 15 Gy et trois doses ont été testées chez les souris
NOD/SCID : 0, 2, et 4 Gy. Le débit de dose moyen sur ’ensemble de ces irradiations est de

1,033 + 0,002 Gy.

2.1.2.2 Irradiations localisées
Les irradiations localisées ont été réalisées avec une source de ®“Co située a Fontenay-aux-
roses (ICO 4000, Cisbio). Nous avons utilisé quatre configurations d’irradiations différentes
par le volume médullaire se trouvant dans le champ d’exposition. Les animaux ont été
irradiés avec 25%, 50%, 75%, ou 100% de leur volume médullaire inclus dans le champs
d’irradiation (Figure 9).
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Figure 9 : Illustration des différentes configurations d’irradiation hétérogéne étudiées. Pour
chaque configuration étudiée, la rate (ovale noir) se trouvait dans la zone non irradiée (zone grise
hachurée) et au minimum 25% de la moelle osseuse se trouvait dans la zone irradiée (zone rouge

hachurée).

Une dosimétrie en chambre d’ionisation a été réalisée afin de vérifier que la dose délivrée
dans le champ d’irradiation était la dose attendue et que la zone non exposée de chaque
animal était effectivement protégée.

La figure 10 résume les résultats de la dosimétrie pour les configurations comprenant 25%

et 75% des territoires médullaires inclus dans le champ d’irradiation.
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Figure 10 : Illustration des configurations d’irradiation incluant 25 et 75% des territoires
médullaires et résumé de la dosimétrie effectuée en chambre d’ionisation. Pour chaque

configuration étudiée, la rate (ovale noir) se trouvait dans la zone non irradiée (zone hachurée).

Aprés anesthésie i.p. par un mélange de Kétamine (Imalgéne, Merial, Lyon,
France)/Xylazine (Centravet, Maisons-Alfort, France) (100 mg/kg), les animaux ont été
positionnés sur une plaque de plexiglas portant le schéma de positionnement des souris et
irradiés (Figure 11). Trois doses d’irradiation ont été utilisées, une dose infra-létale : 4 Gy,
une dose proche de la dose létale 50/30 : 7,5 Gy et une dose supra-létale : 11 Gy. Le débit

de dose moyen sur l’ensemble de ces irradiations est de 1,18 + 0,02 Gy.

Figure 11 : Exemple du positionnement des animaux irradiés sur 50% de la moelle osseuse.
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2.1.3 Obtention et traitement des échantillons sanguins
Aprés une anesthésie par Kétamine/Xylazine, le sang de chaque animal a été prélevé par
ponction intra-cardiaque sur EDTA. Une numération formule sanguine a été réalisée a
’aide d’un ADVIA-120 (Bayer Diagnostics, Puteaux, France) et le plasma a été isolé par
centrifugation (2200g pendant 15 min) puis conservé a -80°C jusqu’a l’analyse. La

quantification du FL plasmatique a été réalisée par test ELISA.

2.1.4 Détermination du nombre de progéniteurs survivants dans la moelle osseuse
et dans la rate

Apres exsanguination (cf.paragraphe 2.1.3.) et euthanasie des souris par dislocation
cervicale, les deux fémurs de chaque animal ont été prélevés. La moelle osseuse contenue
dans chaque fémur a été récupérée par flush en milieu Iscove Modified Dulbecco’s Medium
(IMDM) (Invitrogen) supplémenté avec 1% de pénicilline-streptomycine et 1% de L-
Glutamine. Selon le cas, la moelle osseuse provenant des deux fémurs a été regroupée ou
traitée séparément. La rate de chaque animal a été prélevée et broyée en milieu IMDM a
’aide d’un potter.

Aprés numération du nombre de cellules en bleu acétique, 5.10* cellules de moelle osseuse
ou 5.10° cellules de rate ont été ensemencées en duplicate dans un milieu semi-solide
complet de méthyl cellulose (Stem Cell Technologie, Vancouver, Canada) supplémenté en
rm-SCF a 50 ng/ml, rm-IL-3 a 10 ng/ml, rh-IL-6 a 50 ng/ml et en rh-EPO a 3 untités/ml. Les
cultures ont été incubées a 37°C dans une atmosphere humide a 5% de CO, pendant 12
jours et trois types de colonies ont été dénombrées: les progéniteurs granulo-
monocytaires (colony forming units-granulocyte macrophage, CFU-GM), érythroides (burst
forming units-erythroid, BFU-E) et communs a ces deux lignées (Colony forming units-

granulocyte erythrocyte monocyte megakaryocyte, CFU-GEMM).
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2.1.5 Analyse phénotypique des cellules circulantes et médullaires
Les cellules circulantes ont été isolées en lysant les érythrocytes avec 1 ml de tampon de
lyse (8,32 g/l de Chlorure d’ammonium, 1 g/l de Bicarbonate de sodium et 0,037 g/l
d’EDTA) pour 100 pl de culot cellulaire pendant 7 minutes a 37°C. Aprés deux lavages en
PBS, une centrifugation a 1600 g pendant 3 minutes permet d’isoler les cellules circulantes
dans le culot. Les cellules médullaires ont été isolées comme décrit précédemment (cf.
paragraphe 2.1.4). Les analyses phénotypiques ont été réalisées par double marquage a

’aide d’anticorps directement couplés a des fluorochromes.

Distribution Anticorps Fluorochrome Clone fournisseur
antigénique
T anti-CD3 FITC KT3 Beckman Coulter
T anti-CD4 FITC YTS191.1 | Beckman Coulter
T anti-CD8 PE KT15 Beckman Coulter
B anti-CD19 PE 6D5 Beckman Coulter
GM anti-CD11b FITC M1.70 Beckman Coulter
Controle Isotypique FITC ou PE LODNP16 | Beckman Coulter
Leucocytes anti-CD45 FITC 30-F11 BD Pharmingen
NK anti-Ly49A/D PE 12A8 BD Pharmingen

Les cellules ont été incubées en présence de ces différents anticorps dans du PBS
contenant 0,5 % d’albumine de sérum bovin (BSA, Sigma Chemicals Co, St Louis, MO, USA)
(PBS-BSA), pendant 20 minutes a 4°C. Aprés un lavage, les cellules ont été suspendues
dans 200 pl de PBS-BSA contenant 1 pg/ml de 7 amino actinomycin D (Sigma Chemical) afin
d’exclure de ’analyse les cellules mortes (Schmid et al., 1994). L‘analyse a été effectuée
grace a un FACScalibur® (Becton-Dickinson, Grenoble, France) en enregistrant au minimum

10 000 événements par point expérimental.
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2.1.6 Etude de I’expression de I’ARNm codant le FL

2.1.6.1 Extraction des ARN totaux et synthése des ADN complémentaires
L’expression de ’ARNm codant le FL a été mesurée dans différents organes (le cerveau, le
thymus, le foie, la rate) ainsi que dans les cellules de la moelle osseuse et les cellules
circulantes. Afin d’empécher la dégradation des ARNm, les organes sont placés dans du
RNA « later » (Qiagen, Courtaboeuf, France) immédiatement apres le prélévement.
L’extraction des ARN totaux de la moelle osseuse a été réalisée au décours du prélevement
a l’aide du Rneasy Mini Kit (Qiagen). Une étape de digestion de ’ADN (Rnase-Free Dnase
Set, Qiagen) a été incluse pour U’extraction des ARN totaux des cellules médullaires.
L’extraction des ARN totaux issus des cellules circulantes a été réalisée a ’aide du Pax
gene blood RNA Kit (Qiagen). Les ADN complémentaires ont été transcrits inversement a
partir d’1 pg d’ARN total en utilisant 200U de Supercript Il Reverse Transcriptase et 300 ng

de Random Primers conformément aux recommandations du fournisseur (Invitrogen).

2.1.6.2 PCR quantitative en temps réel

L’ADN complémentaire est soumis a une amplification en utilisant des amorces spécifiques
de UARNm codant le FL (Invitrogen) (amorce sens (exon 2) : 5’-CAGTCACTGTGGCCGTCAAT-
3’, amorce anti-sens (exon 4): 5’-CTCCAGAAGCGTTTGCATCTT-3’) et une sonde
fluorescente (exon 3) 5’- 6-FAM-TTCAGGACGAGAAGCACTGCAAGGC-TAMRA -3’. L’ARNm 18S
a été choisi comme géne de référence et amplifié en utilisant des amorces et une sonde
fluorescente (VIC) (Applied Biosystems, Coutaboeuf, France). Les PCR en temps réel ont
été réalisées en duplicate en utilisant un ABI Prism 7700 Sequence detection system
(Applied Biosystems).

Les résultats de PCR en temps réel sont exprimés en nombre de cycles nécessaires a
’obtention d’un signal significatif (Ct). A chaque temps, la quantification de ’ARNm du FL
a été réalisée par différence (ACt) entre le nombre Ct du gene d’intérét (FL) et celui du

gene de référence (18S), par définition invariant. L’expression relative de ’ARNm codant
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le FL au cours du temps apres irradiation a été déterminée en rapportant la quantité

d’ARNm codant le FL au temps t (ACt au temps t) a la quantité d’ARNm codant le FL chez

les animaux témoins (ACt au temps 0) selon la formule suivante ; 27(Actau temps t - ACtau temps 0)

formule équivalente 3 ; 2 (ACtautempst)/ 9-(ACtau temps 0)

2.1.7 Quantification et localisation de la protéine FL

2.1.7.1 Quantification dans différents organes et types cellulaires
Les cellules circulantes ont été isolées comme décrit au paragraphe 11.1.5. Les cellules
circulantes comme les cellules médullaires ont été lysées dans 100 pl de PBS contenant 0,1
% de Triton X-100. Le foie, la rate, le thymus, et le cerveau ont été pesés et broyés dans
500 pl de PBS a ’aide d’un Ribolyser™ (Hybaid, UK). Apres centrifugation des broyats, les
surnageants ont été collectés et conservés a -80°C jusqu’a ’analyse.
Une quantification des protéines totales a été réalisée par test de Coomassie® (Coomassie®
protein assay, Interchim, Montlucon, France) et le FL a été quantifié par test ELISA, selon

les recommandations du fabriquant (R&D system). La gamme de linéarité du kit de dosage

est de 31,2pg/ml a 2000pg/ml, avec un seuil de sensibilité de 5 pg/ml.

2.1.7.2 Localisation par Immunohistochimie
Les fémurs ont été prélevés, fixés en paraformaldehyde 4% pendant 24 heures puis inclus
en résine de methylmethacrylate (Hott et Marie, 1987). Les thymus et les rates ont été
fixés 24 heures en formaldéhyde 10% et inclus en paraffine. Tous les organes ont été
coupés en section de 5 pm d’épaisseur. Les coupes ont été saturées par du Tris buffer
saline (TBS) additionné de 4% de BSA et incubées 2 heures a 37°C en présence de 10 pg/ml
d’une Immunoglobuline G de chévre (Santa Cruz, Le Perray en Yvelines, France) ou d’un
anticorps dirigé contre le FL murin (10 pg/ml pour la moelle osseuse et la rate et 20 pg/ml
pour le thymus) également préparé chez la chevre (Sigma). Apres trois lavages en Tris-

Tween-Caséine (TTC), les coupes ont été incubées 30 minutes a température ambiante
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avec un anticorps anti-chevre biotinylé préparé chez le lapin (Dako, Trappes, France).
Aprés trois lavages en TTC, les coupes ont été incubées 30 minutes a température
ambiante en présence d’un complexe Phosphatase alcaline (PAL)/Streptavidine (PAL/Stept
ABC complex Kit, Dako) puis lavées en TTC et TBS. L’activité PAL a été révélée par du
BCIP/NBT (Dako) en inhibant les PAL endogenes sur les coupes de fémur par ajout de 1 mM

de lévamisol (Dako). Une contre coloration a été réalisée avec du Nuclear Fast Red (Dako).

2.2 Modéle de primate non humain

2.2.1 Les animaux
Six primates non-humains (Macaca fascicularis) de sexe male ont été inclus dans cette
étude. Ces animaux sont hébergés en cages individuelles et recoivent quotidiennement de
’eau, des fruits frais et une portion de croquette. Comme précédemment, cette étude a
obtenu préalablement a la réalisation un avis favorable du comité d’éthique de UInstitut
de Radioprotection et de Sireté Nucléaire et a été menée selon les recommandations de la
communauté européenne en accord avec la législation francaise (Loi n°87-848 du 19

octobre 1987, modifiée le 29 mai 2001).

2.2.2 Mobilisation
La mobilisation des cellules CD34" a été réalisée par une injection sous-cutanée
quotidienne de 10 pg/kg de poids vif de G-CSF (Granocyte 13, fourni gracieusement par

Chugai Pharma France) pendant 5 jours (du jour 0 au jour 4).

2.2.3 Obtention et traitement des échantillons sanguins
Quotidiennement, un prélévement sanguin sur EDTA a été réalisé pour chaque animal du
jour -3 au jour 22. Apres une numération formule sanguine effectuée a l’aide d’un ADVIA

120, le sang a été centrifugé a 800g pendant 10 minutes et le plasma a été isolé et
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conservé a -80°C. Les érythrocytes présents dans le culot cellulaire ont été lysés selon le

protocole décrit au paragraphe 2.1.5.

2.2.4 Préléevement de moelle osseuse et isolement des cellules mononucléées
Des prélévements de moelle osseuse ont été réalisés aux jours -3, 1, 3, 5, 8, 15 et 22 apres
anesthésie des animaux par une injection intra musculaire de 100 mg/kg de Kétamine. Ces
ponctions ont été effectuées en conditions stériles alternativement dans les tétes
humérales et les crétes iliaques des animaux. Les cellules mononucléées (CMN) de la
moelle osseuse ont été isolées sur un gradient de Ficoll (Lymphoprep, d=1,077 g/ml,
Nycomed Pharma SA, Oslo, Norvege) puis les cellules vivantes ont été dénombrées par

exclusion au bleu trypan.

2.2.5 Analyse phénotypique des cellules circulantes et médullaires
Les analyses phénotypiques des cellules circulantes et médullaires ont été réalisées par
double ou triple marquage a l’aide d’anticorps directement couplés a des fluorochromes.

Les anticorps ont été sélectionnés pour leur réactivité croisée entre les antigenes humains

et simiens.
g:ﬁ;‘:;gﬁ: Anticorps Fluorochrome Clone Fournisseur
T anti-CD2 PECy5 39C1.5 BD Pharmingen
GM anti-CD11b FITC Bear1 BD Pharmingen
T anti-CD8 FITC B9.11 BD Pharmingen
M anti-CD14 PECy5 RMO52 BD Pharmingen
NK anti-CD16 FITC ou PECy5 3G8 BD Pharmingen
T anti-CD4 PE SK3 BD Pharmingen
NK anti-CD56 PE B159 BD Pharmingen
CSH anti-CD34 PE 563 BD Pharmingen
B anti-CD20 PerCP L27 BD Pharmingen
1gG1 FITC ou PECy5 ou PE 679.1Mc7 BD Pharmingen
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Les cellules ont été incubées en présence de ces différents anticorps et ’analyse a été

réalisée comme décrit au paragraphe 2.1.5.

2.2.6 Détermination des nombres de progéniteurs dans le sang et la moelle
osseuse
2,5.10* & 1.10* CMN de moelle osseuse ou 2.10° CMN de sang ont été ensemencées en
duplicate dans un milieu semi-solide de méthylcellulose (Stem Cell Technologies)
supplémenté en rhu-G-CSF a 50 ng/ml, rhu-GM-CSF a 5 ng/ml, rhu-SCF a 50 ng/ml, rhu-Epo
a 3 U/ml, rhu-FL a 50 ng/ml (R&D system) et en rhésus rlL-3 (gracieusement fournie de
G.Wagemaker (Burger et al., 1990)). Les cultures ont été incubées a 37°C dans une
atmosphére humide a 5% de CO, pendant 12 jours et les CFU-GM et les BFU-E ont été

dénombrées.

2.2.7 Recherche de I’ARNm codant le FL dans les cellules circulantes et
médullaires

L’expression de I’ARNm codant le FL a été recherchée dans les cellules circulantes et dans
la moelle osseuse totale par PCR en temps réel. L’extraction des ARN totaux a été réalisée
a Uaide d’un kit TriZol (TriZol reagent kit, Invitrogen) et les ADN complémentaires ont été
transcrits inversement a partir d’1 pg d’ARN total en utilisant 200U de Supercript Il Reverse
Transcriptase, conformément aux recommandations du fournisseur.

L’ADN complémentaire a été amplifié grace a des amorces spécifiques de ’ARNm codant le
FL humain (Invitrogen) : amorce sens (exon 2) : 5’-TCGCTGTCAAAATCCGTGAG-3’, amorce
anti-sens (exon 4) : 3’-ACAGTCTTGAGCCGCTCCA-5’ et la spécificité a été controlée grace a
une sonde fluorescente (exon 3) 5’- 6-carboxy-fluorescein-CCAGTCACCGTGGCCTCCAACC-6-
carboxy-tetramethyl-rhodamine -3’. L’ARNm 18s a été choisi comme gene de référence,
bien que son niveau d’expression soit plus fort que celui du FL, car elle n’est pas modifiée

par Uirradiation (Ropenga et al., 2004). L’ARNm 18s a été amplifié en utilisant des
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amorces et une sonde fluorescente (VIC) (Ribosomal RNA control, Applied Biosystems)
suivant les recommandations du fournisseur. Les PCR en temps réel ont été réalisées en
duplicate en utilisant un ABI Prism 7700 Sequence detection system (Applied Biosystems).
L’analyse de U’expression relative de FL a été réalisée comme indiqué au paragraphe

2.1.6.2.

2.2.8 Quantification du FL
Le FL a été dosé dans le plasma des animaux. Cette quantification a été réalisée par test
ELISA en utilisant la propriété de réactivité croisée du kit ELISA pour le FL humain, comme

cela avait été précédemment démontré (Bertho et al., 2001).

3 Etude Clinique

3.1 Les patients
Les études cliniques ont été réalisées en collaboration avec les équipes médicales apres
que chaque patient ait donné son consentement informé conformément a la Loi 88-1138 du

20 décembre 1988 modifié du Code de la Santé Publique dite Loi Huriet.

3.1.1 Traitement par radiothérapie localisée
27 patients ont été inclus dans cette étude parmi lesquels :
» 4 étaient traités pour des Lymphomes non Hodgkinien
» 3 étaient traités pour des Maladies de Hodgkin
« 1 présentait un myélome
« 5 étaient traités pour des tumeurs pulmonaires
« 8 étaient traités pour des tumeurs localisées dans la zone urogénitale
e 6 présentaient des localisations tumorales autres.
Ces patients ont été traités selon deux protocoles de radiothérapie, et ont recu une dose

cumulée totale de 10 a 56 Gy.
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Le premier protocole consistait en une administration d’une fraction d’irradiation par jour,

5 jours par semaine avec une dose par fraction allant de 2 a 5 Gy, le traitement étant

poursuivi jusqu’a ce que la dose totale requise soit administrée. Pour ces patients, un

prélevement de sang a été réalisé au premier jour de la radiothérapie puis un suivi

hebdomadaire a été effectué.

Le second protocole était un protocole de radiothérapie séquentielle avec 2 fractions par

semaine toutes les 2 semaines avec des doses par fraction allant de 4 a 5,75 Gy, jusqu’a

administration de la dose requise. Le suivi hématologique de ces patients a été réalisé en

effectuant des prélévements de sang au jour 0 de la radiothérapie et avant chaque

fraction.

3.1.2 Patients greffés par cellules souches hématopoiétiques

Dix patients devant subir une greffe de cellules souches hématopoiétiques ont été suivis.

Parmi ces patients, on distingue 3 groupes de traitements résumés dans le tableau ci-

dessous :

Patient# Age Sexe Pathologie Conditionnement Greffe Nombre de cellules
CD34" greffées
1 54 F LNH* BEAM Auto CSSP 9.2X106/kg
2 49 M LNH BEAM Auto CSSP 5.3x10%kg
3 38 F LNH BEAM Auto CSSP 3.4x10%kg
4 42 M LNH BEAM Auto CSSP 3.2x10%kg
5 21 M LAM Cy +ICT Allo CSSP 2.1x10%kg
6 23 F LAM Cy +ICT Allo CSSP 1.8x10%kg
7 15 M LAM Cy+ICT Allo CSSP 2.5x10%kg
8 33 M LAL Cy+ICT Allo CSSP 3.7x10%kg
9 24 F AMI Cy + SAL Allo CSSP 2.8x10%kg
10 22 M SR Cy + SAL Auto CSSP 3.3x10%kg
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*: Abbreviations utilisées: AMI: Aplasie médullaire idiopathique; LAL: Leucémie aigué lymphoide;
LAM: Leucémie aigué myéloide; LNH: Lymphome non Hodgkinien; SR: spondylarthrite rhumatoide;
BEAM: BCNU 300 mg/m? jour -6 + Etoposide 300mg/m?/j: du jour -5 au jour -2 + Cytosine
arabinoside 200mg/m?/j du jour -5 au jour -2 + Melphalan 140 mg/m? jour -1; Cy + ICT:
cyclophosphamide 60mg/kg/j jour -4 et -3 et irradiation corporelle totale, 10 Gy jour -6; Cy + SAL:
cyclophosphamide 50 mg/kg/j jour -2 et -1 et serum anti-lymphocytaire jours -7 a -4; Allo CSSP:

transplantation de cellules souches de sang périphérique allogénique; Auto: CSSP Autologue.

Pour chaque patient, des prélévements de sang (1 a 2 ml sur tube EDTA) réguliers ont été

réalisés tout au long du traitement.

3.2 Etude de I’expression de FL
3.2.1 Numération formule sanguine et mesure de la concentration plasmatique de
FL
Une numération formule sanguine a été réalisée a partir de chaque prélevement de sang,
grace a un hémocytometre MS9 (Melet Schoesling, Cergy-Pontoise, France). Pour chaque
prélevement, le plasma a été isolé par centrifugation du sang a 800g pendant 10 minutes

et la concentration plasmatique de FL a été quantifiée par test ELISA.

3.2.2 Recherche du FL membranaire
Le culot obtenu apres centrifugation du sang été conservé pour la recherche du FL
membranaire. Apres lyse des hématies (cf. paragraphe 2.1.5), les cellules ont été incubées
pendant 20 minutes a 4°C avec une Ig G de chévre dirigée contre le FL humain (clone C20,
Santa Cruz Biotechnologies, St. Louis, MO.) ou avec un contréle isotypique (goat anti-
human IgG isotypic control, Jackson Immunoresearch). Deux lavages en PBS-BSA ont de
nouveau été effectués et les cellules ont été incubées avec un anticorps secondaire
marqué au FITC (Jackson Immunoresearch). Puis, les cellules ont été lavées et reprises

dans du PBS-BSA en présence de 7 amino actinomycin D (Sigma Chemical) afin d’exclure de
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’analyse les cellules mortes. La détection des cellules portant le FL membranaire a été
effectuée grace a un FACS calibur (Becton-Dickinson, Grenoble, France) en analysant au

minimum 10 000 évenements par point expérimental.

3.2.3 Etude de I’expression de I’ARNm codant le FL
L’expression de ’ARNm codant le FL a été recherchée dans les cellules circulantes par PCR

en temps réel en suivant le protocole décrit au paragraphe 2.1.6.2

4 Analyses statistiques

Les analyses statistiques ont été réalisées en utilisant le logiciel Sigmastats (SPSS, Paris,
France). Les résultats sont reportés sous forme de moyenne + écartype (ET) ou écart
standard a la moyenne (ES). Les comparaisons entre groupes ont été réalisées avec le test
de Mann et Whitney. Les différences sont considérées comme significatives pour une valeur
de p < 0,05. Les corrélations ont été analysées avec le test de Spearman (test de
corrélation de rang). Les régressions linéaires ont été réalisées a l’aide du logiciel

Sigmastats.
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RESULTATS

Les atteintes médullaires rencontrées en clinique humaine sont de deux types. Elles
peuvent étre homogénes, comme au cours de chimiothérapies ou d’irradiations corporelles
totales ou hétérogenes dans le cas de radiothérapies localisées ou d’accident d’irradiation.
Nous avons donc étudié la possibilité d’utiliser le FL comme bio-indicateur de l’atteinte

médullaire globale.

1 Etude de la relation existant entre la concentration plasmatique de
FL et I’atteinte médullaire radio-induite

1.1 Modéle murin

Afin de déterminer si le FL pouvait étre utilisé comme bio-indicateur de U’atteinte
médullaire globale, nous avons réalisé des irradiations homogénes et hétérogenes de souris
BALB/c. Nous avons exposé des animaux en incluant dans le champ d’irradiation 25%, 50 %,
75% ou 100% des territoires médullaires. Trois doses d’irradiation ont été étudiées, une
dose infra-létale (4 Gy), une dose proche de la dose létale 50/30 (7,5 Gy) et une dose
supra-létale (11 Gy). Pour chacune des configurations d’irradiations hétérogenes étudiées,
au moins un fémur était protégé et un fémur se trouvait dans le champ d’irradiation, la
rate étant dans tous les cas en territoire non irradié (figure 9).

Le tableau 1 résume les abréviations des 12 configurations étudiées.

Pourcentage de moelle osseuse irradiée

Dose d’irradiation

25% 50% 75% 100%
4 Gy 4Gy-25%  4Gy-50%  4Gy-75% 4 Gy-100%
7,5 Gy 7,5 Gy-25% 7,5 Gy-50% 7,5 Gy-75% 7,5 Gy-100%
11 Gy 11 Gy-25% 11 Gy-50% 11 Gy-75% 11 Gy-100%

Tableau 1 : Abréviations des différentes configurations d’irradiation étudiées.
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Leucocytes x 10 .1 de sang

1.1.1 Evolution du nombre de leucocytes aprés une irradiation hétérogéne
Le suivi des animaux durant les 28 jours suivant U’irradiation a montré que Uirradiation
induit une diminution des nombres de leucocytes quelles que soient la dose et la

configuration d’irradiation (Figure 12).
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Figure 12 : Effet d’irradiations hétérogénes incluant 25%, 50%, 75% ou 100% des territoires
médullaires sur le nombre de leucocytes circulants chez des souris BALB/c irradiées a 4 Gy (A) 7,5
Gy (B) ou 11 Gy (C) en fonction du temps apres exposition. Chaque point représente la valeur
moyenne + ES de 5 animaux. Les analyses statistiques ont été réalisées par comparaison avec les

animaux non irradiés et les différences significatives sont représentées pour : * p<0.05 et ** p<0.01.
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De plus, la réduction des nombres de leucocytes observée dés J3 est d’autant plus
importante que le pourcentage de moelle osseuse exposé est grand. En effet, a titre
d’exemple, les souris irradiées a 4 Gy sur 25% de la moelle osseuse présentent un nombre
de leucocytes moyen de 2.67 + 0.296 x 10°.l" tandis que celles exposées a 50%, 75% ou

100% ont respectivement un nombre de globules blancs de 1.716 + 0.247 x 10°.1", 1.484 +
0.283 x 10°.1" et 0.787 + 0.075 x 10°.1"" (Figure 12A).

De plus, la durée de la leucopénie radio-induite, définie comme la phase durant laquelle le

nombre de leucocyte est significativement différent du controle, augmente avec la

fraction de moelle osseuse irradiée (Figure 13).

Durée de la leucopénie

Figure 13 : Résumé des durées de leucopénie radio-induite exprimées en jours pour chaque

configuration d’irradiation

Globalement, la durée et la profondeur de la leucopénie radio-induite sont proportionnelle

a la dose d’irradiation et au volume médullaire exposé.
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1.1.2 Evolution du nombre de plaquettes aprés une irradiation hétérogene

Le suivi des animaux a montré qu’une irradiation incluant 25% de la moelle osseuse affecte

tres peu le nombre de plaquettes circulantes quelle que soit la dose d’irradiation (Figure

14).
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Figure 14 : Effet d’irradiations hétérogénes incluant 25%, 50%, 75% ou 100% des territoires

médullaires sur le nombre de plaquettes circulantes chez des souris BALB/c irradiées a 4 Gy (A) 7,5

Gy (B) ou 11 Gy (C) en fonction du temps apres exposition. Chaque point représente la valeur

moyenne # ES de 5 animaux. Les analyses statistiques ont été réalisées par comparaison avec les

animaux non irradiés et les différences significatives sont représentées pour : * p<0.05 et ** p<0.01.

En effet, nous n’avons pas observé de thrombopénie pour les configurations 4 Gy-25%, 4

Gy-50%, 7,5 Gy-25% et 11 Gy-25%. Pour les autres configurations d’irradiations étudiées,
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nous avons constaté l’apparition d’une thrombopénie au jour 7 apres irradiation dont la

durée (i.e. le nombre de jour ou la numération plaquettaire est significativement

inférieure au contréle) a tendance a augmenter avec le pourcentage de moelle osseuse
exposé (Figure 15).
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Figure 15 : Résumé des durées de thrombopénie radio-induite exprimées en jours pour chaque
configuration d’irradiation

Globalement, la durée et la profondeur de la thrombopénie radio-induite sont
proportionnelle a la dose d’irradiation et au volume médullaire exposé mais la numération

plaquettaire est un paramétre moins discriminant que la leucocytose pour décrire
Uirradiation.

1.1.3 Evolution de la concentration plasmatique de FL aprés une irradiation

hétérogeéne

Nous avons quantifié le FL plasmatique de chaque animal afin d’étudier Ueffet

d’irradiations hétérogenes sur le taux de cette protéine. Les résultats ont montré qu’une
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irradiation induit une augmentation précoce et significative du taux de FL plasmatique

quelles que soient la configuration et la dose d’irradiation (Figure 16).
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Figure 16 : Effet d’irradiations hétérogénes incluant 25%, 50%, 75% ou 100% des territoires

médullaire sur la concentration plasmatique de FL chez des souris BALB/c irradiées a 4 Gy (A) 7,5

Gy (B) ou 11 Gy (C) en fonction du temps apres exposition. Chaque point représente la valeur

moyenne # ES de 5 animaux. Les analyses statistiques ont été réalisées par comparaison avec les

animaux non irradiés et les différences significatives sont représentées pour : * p<0.05 et ** p<0.01.

Il est apparu clairement que cette augmentation de la concentration plasmatique de FL est

d’autant plus importante que la fraction de moelle osseuse exposée est grande. En effet, 3

jours apres Uirradiation, le taux plasmatique moyen des animaux 4 Gy-25% est de 352 + 20

pg/ml tandis qu’il atteint 501 + 21 pg/ml pour 4 Gy-50% pg/ml, 776 + 33 pg/ml pour 4 Gy-
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75% pg/ml et 1296 + 31 pg/ml pour 4 Gy-100% (Figure 16-A). Cette relation entre
I’élévation de la concentration plasmatique de FL et la fraction de moelle osseuse exposée
a également pu étre mise en évidence chez les animaux irradiées a 7,5 et 11 Gy (Figure 16-
B et C).

Pour toutes les configurations d’irradiations, hormis 7,5 Gy-100% et 11 Gy-100%, la valeur
maximale de FL a été atteinte au jour 3. Le pic de FL a eu lieu respectivement aux jours 7
et 10 pour les configurations 7,5 Gy-100% (2854.07 + 98.81 pg/ml) et 11 Gy-100% (2333.77
+ 164.56 pg/ml). D’autre part, [’augmentation initiale de la concentration plasmatique de
FL est dose-dépendante pour les doses de 4 et 7,5 Gy, en revanche il a été observé une
diminution de la quantité de FL présente dans le plasma des souris 11 Gy-50%, 11 Gy-75%,
11 Gy-100% comparativement aux souris 7,5 Gy-50%, 7,5 Gy-75%, 7,5 Gy-100%.

Ainsi, ’augmentation initiale de la concentration plasmatique de FL est étroitement liée a

la fraction de moelle osseuse irradiée et dans une moindre mesure a la dose d’irradiation.

1.1.4 Effet d’une irradiation hétérogéne sur le nombre de progéniteurs
médullaires survivants dans la moelle osseuse présente en territoire exposé
et en territoire protégé.

Afin d’analyser cette relation plus précisément, nous avons tenté de relier les variations de
concentration plasmatique de FL a une notion d’atteinte médullaire. Pour ce faire, nous
avons quantifié la réponse hématopoiétique aux irradiations hétérogénes des animaux en
suivant les nombres de progéniteurs survivants dans les territoires irradiés et non irradiés,
en considérant que la sensibilité de réponse des progéniteurs médullaires a la combinaison
de cytokines n’est pas modifiée par l'irradiation. Ainsi nous avons étudié la moelle osseuse
contenue dans le fémur droit situé dans le champ d’irradiation et le fémur gauche protégé
de Uirradiation. De plus, la rate contenant une petite fraction des progéniteurs, nous

avons également suivi l’évolution de leur nombre apreés irradiation.
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L’irradiation induit une importante diminution du nombre absolu de CFC dans le fémur

droit quelles que soient la dose et la configuration d’irradiation (pour exemple figure 17-

A).
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Figure 17 : Effet d’irradiations hétérogenes incluant 25%, 50%, 75% ou 100% de la moelle osseuse

sur le nombre de progéniteurs hématopoiétiques survivants dans le fémur droit (A) et le fémur

gauche (B et C) aprés une irradiation a 7,5 Gy chez des souris BALB/c en fonction du temps aprés

exposition. Chaque point représente la valeur moyenne + ES de 5 animaux. Les analyses

statistiques ont été réalisées par comparaison avec les animaux non irradiés. (A) : Tous les points

sont significatifs avec p<0.01 ou p<0.05 hormis le groupe 7,5 Gy-50% a J28 non significatif. (B et

C) : les différences significatives sont représentées pour : * p<0.05 et ** p<0.01.
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Bien que la dose recue localement au fémur droit soit identique (7,5 Gy dans notre
exemple), U’aplasie médullaire locale est d’autant plus profonde que le pourcentage de
moelle osseuse exposé est grand. Ainsi, 3 jours apres irradiation les nombres absolus de
CFC dans le fémur droit étaient respectivement de 572 + 99 pour 7,5 Gy-25%, 227 + 73 pour
7,5 Gy-50%, 77 + 13 pour 7,5 Gy-75% et de 11 = 5 pour 7,5 Gy-100%. Ce résultat pourrait
s’expliquer par un état inflammatoire général plus important chez les animaux irradiés sur
une large fraction de la moelle osseuse qui aurait pour conséquence une augmentation
locale de ’aplasie médullaire en fonction du pourcentage de moelle osseuse exposée.

Parallelement, une diminution du nombre de CFC a été observée dans le fémur gauche
bien qu’il n’ait pas été exposé chez les souris irradiées sur 25%, 50% et 75% des territoires
médullaires (Figure 17-B et C). La diminution du nombre de CFC dans le fémur gauche est
d’autant moins importante que le champ d’irradiation est grand (Figure 17-B et C). En
effet, au jour 3 aprés l’irradiation seuls 28.10° + 5.10° CFC ont été dénombrées a 25%
contre 37.10° + 3.10° a 50% et 41.10° + 3.10% & 75%. Cette diminution du nombre de CFC
dans le fémur gauche pourrait s’expliquer par une diffusion du rayonnement dans la zone
protégée. Or, les résultats de la dosimétrie physique réalisée sur nos animaux montrent
que le fémur gauche n’a pas été exposé. Deux autres hypotheses pourraient expliquer
cette réduction du nombre de CFC dans le fémur gauche. La premiére est !’existence d’un
effet a distance qui induirait une atteinte indirecte des territoires protégés, via des
molécules solubles par exemple, comme cela a été décrit pour le poumon a la suite d’une
irradiation abdominale (Van der Meeren et al., 2005). Intuitivement, malgré l’absence de
preuves expérimentales, 'effet a distance devrait augmenter avec le pourcentage de
moelle osseuse irradié. Or, ce n’est pas le cas dans notre étude. La seconde hypothése est
celle d’une migration des progéniteurs provenant de la zone protégée vers la zone
irradiée. Dans ce cas, il est possible que plus le territoire protégé est important, plus il est
apte a délocaliser un grand nombre de progéniteurs. Cette hypothése pourrait expliquer

que la diminution du nombre de CFC dans le fémur gauche est d’autant plus importante
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que le territoire protégé est grand et que ’aplasie dans le territoire irradié augmente avec
le pourcentage de moelle osseuse exposé. Cette hypothése pourrait étre vérifiée par le
dosage du SDF-1, molécule chimio-attractante des cellules stromales ainsi que par la
détection des CFC circulantes.

Néanmoins, ces hypothéses sont formulées a partir du suivi des nombres de CFC présents
dans la moelle osseuse fémorale, soit 6,7% de la moelle osseuse totale. C’est pourquoi,
’extrapolation a ’organisme entier reste délicate.

Environ 1% des CFC totales présentes dans l’animal sont localisées dans la rate. Apres
irradiation, une diminution significative de ce nombre a été observée (résultats non
présentés). Néanmoins, cet organe se situant a ’extréme limite du champ d’irradiation,
nous ne pouvons pas exclure qu’il ait recu une dose d’irradiation méme faible. Les
variations des nombres de CFC présents dans la rate ont néanmoins été considérées dans

I’évolution globale des nombres de CFC a l’échelle de I’animal.

1.1.5 Effet d’une irradiation hétérogéne sur le nombre de progéniteurs survivant
dans I’ensemble de I’animal
La finalité de cette étude étant de comparer ’atteinte médullaire globale c’est a dire a
l’échelle de l’organisme a un parameétre sanguin (le FL), nous avons déterminé le nombre
total de progéniteurs hématopoiétiques survivants dans chaque animal. Pour ce faire, nous
avons évalué le nombre absolu de progéniteurs survivant par extrapolation a partir du
nombre de progéniteurs en territoires médullaires irradiés et protégés, avec la répartition
de la moelle osseuse de la souris telle que décrite par Boggs (Boggs, 1984). Cette
évaluation a donc été réalisée en considérant que chaque fémur représente 6,7% de la
moelle osseuse totale de l’animal. Ainsi, en additionnant les nombres absolus de CFC
présents dans la moelle osseuse exposée, la moelle osseuse non exposée et dans la rate,
nous avons obtenu une estimation du nombre absolu de progéniteurs survivants dans

chaque animal (Figure 18).
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Le nombre total de progéniteurs était fortement diminué par U’irradiation des J3, quelles

que soient la dose et la configuration de U'irradiation (Figure 18).
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Figure 18 : Effet d’irradiations hétérogenes incluant 25%, 50%, 75% ou 100% de la moelle osseuse

sur le nombre de progéniteurs hématopoiétiques survivants dans [’ensemble de [’animal apres des

irradiations de 4 Gy (A) 7,5 Gy (B) ou 11 Gy (C) chez des souris BALB/c en fonction du temps apres

exposition. Chaque point représente la valeur moyenne * ES de 5 animaux. Les analyses

statistiques ont été réalisées par comparaison avec les animaux non irradiés et les différences

significatives sont représentées pour : * p<0.05 et ** p<0.01.

Les animaux exposés a 4 Gy-25% et 4 Gy-50% présentaient une évolution des nombres de

CFC survivantes similaire durant les 28 jours suivant Uirradiation (Figure 18-A). En effet,

dans ces deux groupes, nous avons pu observer une diminution des nombres de CFC au jour
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3, 7 et 10 suivie par une phase de récupération hématopoiétique. Chez les animaux
irradiés a 4 Gy-75% et 4 Gy-100%, les aplasies médullaires étaient d’autant plus profondes
et persistantes que la fraction de moelle osseuse irradiée était importante. En effet, le
nombre de CFC atteignait 1.48 10° + 0.16 10° pour le groupe 4 Gy-75% et 0.09 10° + 0.01
10° pour le groupe 4 Gy-100% pour des durées d’aplasie de 24 jours chez les animaux 4 Gy-
75% et supérieure a 28 jours chez les animaux 4 Gy-100%.

Une exposition a 7,5 Gy induit une diminution rapide des nombres de progéniteurs
survivants quelle que soit la configuration d’irradiation (Figure 18-B). La sévérité de cette
atteinte médullaire croit avec le pourcentage de moelle osseuse exposé. Bien que la
profondeur de ’aplasie médullaire semble similaire chez les animaux 7,5 Gy-25% et 7,5 Gy-
50%, seuls les animaux exposés sur 25% des territoires médullaires présentent une
récupération hématopoiétique complete au jour 28 témoignant ainsi d’une atteinte
médullaire plus sévére chez les animaux 7,5 Gy-50%. Le suivi des nombres de progéniteurs
chez les souris 7,5 Gy-75% montre que ce groupe d’animaux présente une aplasie plus
profonde que les précédents, néanmoins tres inférieure a celle observée chez les animaux
7,5 Gy-100%. En outre, ’importante différence observée entre les groupes 7,5 Gy-75% et
7,5 Gy-100% illustre la capacité d’un territoire médullaire protégé méme de taille
restreinte a compenser ’atteinte radio-induite globale (Cole et al., 1967).

Une diminution radio-induite du nombre de CFC a également été observée apres des
irradiations a 11 Gy quelles que soit les configurations considérées (Figure 18-C). Bien que
’aplasie médullaire des animaux 11 Gy-50% soit moins profonde que celle des animaux 11
Gy-25% (2.9 10° + 0.2 10° vs 1.7 10° + 0.1 10°, p = 0.016 au jour 3), la récupération
hématopoiétique n’était complete au jour 28 que chez les animaux 11 Gy-25%. Les
animaux irradiés sur 75% des territoires médullaires présentaient également une
importante diminution des nombres de progéniteurs qui persiste durant les 28 jours de

’étude. L’irradiation a 11 Gy-100% induisait une réduction dramatique des nombres de
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CFC, néanmoins, le début de récupération hématopoiétique qui semblait se dessiner au

jour 7 n’a pas pu étre confirmé en raison du décés précoce des animaux.

Les estimations des nombres de CFC que nous avons réalisées ont permis de vérifier qu’un
territoire médullaire de volume modeste est capable d’atténuer considérablement
’atteinte médullaire globale aprés une irradiation. De plus, le suivi des nombres de
progéniteurs a l’échelle de [’organisme montre une évolution inverse a celle observée pour
la concentration plasmatique de FL pour toutes les configurations d’irradiation, hormis
11Gy-50%. La discordance entre les animaux 11Gy-50% et les 11 autres configurations est
sans doute liée a une légere différence de radiosensibilité de ce lot de souris. Cependant,
’ensemble des résultats suggére trés fortement que le FL puisse étre un reflet

périphérique de |’atteinte médullaire.

1.1.6 Corrélation entre la concentration plasmatique de FL et la sévérité de
I’atteinte médullaire

Afin d’étudier la relation pouvant exister entre les variations de FL plasmatique et
’atteinte meédullaire radio-induite, nous avons corrélé le nombre de progéniteurs
hématopoiétiques survivants avec la concentration de FL circulant, (Figure 19) quels que
soient le temps, la dose ou la configuration d’irradiation.

Les résultats ont montré U’existence d’une corrélation négative entre la concentration
plasmatique de FL et le nombre absolu de CFC par animal (r* = -0.715, p < 0.001, n = 433).
Il est remarquable que cette relation entre concentration de FL et nombre résiduel de CFC
n’est pas linéaire. Ainsi, le FL est bio-indicateur du statut fonctionnel global de la moelle

osseuse apres une irradiation hétérogene.
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Figure 19 : Corrélation entre la concentration plasmatique de FL et le nombre absolu de CFC par

souris apres des irradiations hétérogénes a 4, 7,5, et 11 Gy. Chaque point représente un animal

(n=438).

Afin de déterminer si le FL pouvait étre utilisé comme bio-indicateur prédictif d’une
atteinte médullaire globale en situation d’irradiation accidentelle hétérogene, nous avons

corrélé le taux plasmatique de FL du jour 3 avec différents paramétres liés a la sévérité de

’aplasie médullaire.
Nous avons en premier lieu étudié la relation existant entre le nombre total de CFC par
animal au jour 3 et le taux plasmatique de FL a ce méme temps afin de déterminer s’il

pouvait refléter simultanément l’atteinte médullaire (Figure 20).
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Figure 20 : Corrélation entre la concentration plasmatique de FL (pg/ml) au jour 3 et le nombre

absolu de CFC par souris au jour 3 aprés des irradiations hétérogenes a 4, 7,5, et 11 Gy. Chaque
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point représente une valeur moyenne de 5 animaux correspondant a une configuration d’irradiation

(n=12) et la droite représente la régression linéaire.

Cette analyse démontre clairement ’existence d’une forte corrélation négative (r?=-0,909,
p<0,001, n=12) entre le nombre total de CFC par animal et le taux plasmatique de FL au
jour 3 apres lirradiation. Ainsi, cette protéine est un excellent reflet périphérique en
temps réel de ’atteinte médullaire dans la phase précoce qui suit U'irradiation quelle que

soit la dose et le pourcentage de moelle osseuse irradiée.

Apres une irradiation, plus U'atteinte médullaire est sévere plus la leucopénies et la
thrombopénies sont persistantes. Afin de déterminer si le taux de FL plasmatique a J3
pouvait renseigner de facon prédictive sur ces parameétres, dans le cas d’irradiations
hétérogenes, nous avons corrélé le taux moyen de FL mesuré au jour 3 avec la durée de la

leucopénie d’une part (Figure 21-A) et de la thrombopénie d’autre part (Figure 21-B).
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Figure 21 :Corrélation entre la concentration plasmatique de FL au jour 3 et la durée de la
leucopénie (A) et de la thrombopénie (B) apres des irradiations hétérogénes a 4, 7,5, et 11 Gy.
Chaque point représente une valeur moyenne de 5 animaux correspondant a une configuration

d’irradiation (n=11) et les droites représentent les régressions linéaires.
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Ainsi nous avons démontré U'existence d’une forte corrélation entre la concentration
plasmatique de FL & J3 et les durées de leucopénie (r’=0,952, p<0,001, n=11) et de
thrombopénie (r’=0,951, p<0,001, n=11).

Le FL est donc un trés bon facteur prédictif de la durée de la pancytopénie radio-induite

quelle que soit la dose d’irradiation ou le pourcentage de moelle osseuse exposée.

Enfin, nous avons étudié le taux de FL plasmatique comme facteur prédictif de la durée de
Uaplasie médullaire radio-induite (i.e. lorsque le nombre de CFC total est

significativement différent du controle) (Figure 22).
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Figure 22 : Corrélation entre la concentration plasmatique de FL au jour 3 et la durée de [’aplasie
médullaire radio-induite suite a des irradiations hétérogenes a 4, 7,5, et 11 Gy. Chaque point

représente une valeur moyenne de 5 animaux correspondant a une configuration d’irradiation

(n=11) et la droite représente la régression linéaire.

Une fois encore, nous avons mis en évidence l’existence d’une corrélation (r’=0,759,
p=0,006, n=11) entre le taux plasmatique de FL au jour 3 et la durée de aplasie
médullaire radio-induite confirmant la validité du FL comme indicateur prédictif de la

sevérité de ’atteinte médullaire.
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Ces différentes analyses mettent en évidence que le dosage du FL au 3°™ jour apres
Uirradiation pourrait permettre d’évaluer le nombre total de CFC survivantes a J3, les
durées de leucopénie, de thrombopénie et d’aplasie médullaire, fournissant ainsi de

précieuses informations quant a la sévérité de ’atteinte hématopoiétique radio-induite.

1.1.7 Construction d’équations mathématiques en vue de prédire la sévérité de
I’atteinte médullaire

Les résultats des corrélations ainsi réalisées étant encourageants, nous avons réalisé des
régressions linéaires afin de définir des équations permettant de prédire
mathématiquement le nombre total de CFC survivantes a J3 et les durées de leucopénie,
de thrombopénie et d’aplasie médullaire a partir du taux plasmatique de FL au 3™ jour
apres irradiation.

Ainsi, quatre équations ont été construites prédisant respectivement le nombre total de

CFC survivantes a J3 (équation 1), la durée de la leucopénie (équation 2), la durée de la

thrombopénie (équation 3), et la durée de ’aplasie médullaire (équation 4):

Equation 1 : CFC a J3=447217.444 - (281.401 x FL a J3)

Ou CFC a J3 est le nombre total de CFC par animal a J3 post irradiation
FL a J3 est le taux de FL plasmatique au 3°™ jour aprés irradiation

Equation 2 : Durée Leucopénie= 8.313 + (0.0124 x FL a J3)

Ou Durée Leucopénie est la durée de la leucopénie radio-induite
FL a J3 est le taux de FL plasmatique au 3°™ jour aprés Uirradiation

Equation 3 : Durée Thrombopénie= -5.197 + (0.00123 x FL a J3)

Ou Durée Thrombopénie est la durée de la thrombopénie radio-induite
FL a J3 est le taux de FL plasmatique au 3°™ jour aprés 'irradiation

Equation 4 : Durée Aplasie= 16.397 + (0.00851 x FL a J3)

Ou Durée Aplasie est la durée de ’aplasie médullaire radio-induite
FL a J3 est le taux de FL plasmatique au 3°™ jour aprés 'irradiation
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Les parametres de chaque équation sont résumés dans le tableau 2

Coefficients

Parametre étudié 2
n

r P
Equation 1 CFCaJ3 12 0.831 0.690 < 0.001
Equation 2 Durée Leucopénie 11 0.812 0.660 0.002
Equation 3 Durée Thrombopénie 11 0.937 0.879 < 0.001
Equation 4 Durée Aplasie 11 0.638 0.407 < 0.001

Tableau 2 : Parametres des régressions linéaires

A partir du taux plasmatique de FL mesuré a J3, nous pouvons donc déterminer le nombre
total de CFC par animal dans 69% des cas (Pourcentage correspondant au coefficient de
corrélation r2) avec une fiabilité de 94% (Pourcentage correspondant a la performance du
test), la durée de la leucopénie radio-induite dans 66% des cas avec une fiabilité de 89%,
et la durée de la thrombopénie dans 87% des cas avec une fiabilité de 99%.

Bien qu’il ait été possible de définir une équation prédisant la durée d’aplasie a partir du
taux plasmatique de FL au jour 3, le nombre de cas ou cette équation s’applique est faible
(40%) et la fiabilité n’est que de 57%. Cette équation semble donc ne pas étre adaptée a la
détermination de la durée de l’aplasie radio-induite. Néanmoins, l'imprécision de cette
équation est sans doute explicable de par la nature méme des valeurs qui ont été utilisées
pour la construire. En effet, pour les configurations d’irradiation 4 Gy-100%, 7,5 Gy-50%,
7,5 Gy-75% 7,5 Gy-100%, 11 Gy-50%, 11 Gy-75% et 11 Gy-100% la récupération
hématopoiétique n’était pas compléete au jour 28, ainsi nous avons fait une approximation
de la durée d’aplasie a 28 jours, durée extréme de notre étude. C’est pourquoi il est
difficile d’affirmer que le FL n’est pas capable de prédire la durée d’aplasie radio-induite.

Il conviendrait, pour valider ou infirmer cette hypothese, de réaliser une étude
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supplémentaire couvrant la totalité de la durée d’aplasie médullaire de chaque

configuration d’irradiation.

Ces analyses statistiques ont cependant montré que le FL est bio-indicateur de la sévérité
de U’atteinte médullaire apres des irradiations homogéenes et hétérogenes. D’autre part,
elles ont permis de définir des équations mathématiques permettant de prédire le nombre
total de CFC survivant chez les animaux a J3, la durée de la leucopénie radio-induite et la
durée de la thrombopénie radio-induite a partir de la concentration plasmatique de FL
mesurée trés précocement aprés ’irradiation (3°™ jour).

Cette capacité prédictive du FL en fait un indicateur d’un intérét majeur pour l’évaluation
de la sévérité de ’atteinte médullaire radio-induite qui pourrait s’avérer capital dans les
choix de stratégies thérapeutiques a mettre en place en cas d’irradiations accidentelles

hétérogénes ou pour réévaluer les traitements mis en place précocement. Ces deux

utilisations du FL ne sont pas exclusives.

1.2 Etude clinique
Suite a l’étude réalisée chez la souris, nous avons cherché a savoir si le FL pouvait
également étre un bio-indicateur de ’atteinte médullaire globale radio-induite aprés des

irradiations localisées chez [’homme.

1.2.1 Concentration plasmatique physiologique de FL chez ’lhomme
Nous avons au préalable défini le taux plasmatique physiologique de FL chez ’homme. La
concentration plasmatique de FL a été déterminée chez 82 donneurs sains comprenant 49
hommes et 33 femmes agés de 20 a 68 ans. Dans cette population, la concentration
plasmatique de FL moyenne est de 113 + 24 pg/ml sans différence significative en fonction

de ’age ou du sexe (107 + 25 pg/ml chez ’homme vs 120 + 21 pg/ml chez la femme)
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(Figure 23). Les valeurs mesurées se situent dans la zone de linéarité de réponse du test de

dosage, zone qui va de 15,6 Pg/ml a 1000pg/ml.
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Figure 23 : Concentration plasmatique de FL en fonction de [’dge chez des donneurs sains. Chaque
point représente un donneur masculin (cercles noirs) ou féminin (carré blanc). La ligne pleine
représente la régression linéaire (r* = 0.021, n =82), avec un intervalle de confiance de 95% (lignes

en pointillés).

La concentration plasmatique basale de FL que nous avons déterminée est légerement
supérieure a celles précédemment décrites dans le sérum de donneurs sains (Lyman et al.,
1995b; Todd et al., 1997). Néanmoins, cette valeur est proche de celle mesurée dans le
plasma de primates non humains (Bertho et al., 2001). La différence observée entre nos
résultats et ceux décrits par d’autres équipes pourrait étre liée a la nature de
l’échantillon. En effet, nous avons travaillé sur du plasma tandis que le taux de FL a été

mesuré dans le sérum pour les deux études citées.

1.2.2 Concentration plasmatique en FL chez les patients avant le début de la
radiothérapie
Les 27 patients présentant des affections malignes inclus dans cette étude ont été traités
selon 2 protocoles de radiothérapie. Le premier était un protocole standard avec une

fraction de 2 a 5 Gy par jour, 5 jours par semaine jusqu’a administration de la dose totale.
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Le second était un protocole séquentiel comprenant 2 fractions de 4 a 5,75 Gy par semaine
toutes les deux semaines jusqu’a administration de la dose totale. Pour chaque patient, la

concentration plasmatique en FL a été mesurée au jour 0 de la radiothérapie (Figure 24).
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Figure 24 : Concentration plasmatique de FL de chaque patient. La moyenne (droite noire) et

I’écartype (droite en pointillés) sont également représenté.

La valeur moyenne du taux plasmatique de FL (134 + 114 pg/ml), est non significativement
différente de la valeur moyenne observée chez les donneurs sains. Parmi les 27 patients, 7
suivaient un traitement par glucocorticoides et semblaient présenter une concentration
plasmatique de FL moyenne plus faible que les autres patients (85 + 17 pg/ml) néanmoins,
cette différence n’était pas significative par comparaison avec les patients non traités par
glucocorticoides. De plus, pour les 3 patients séropositifs pour le virus d’immunodéficience
humaine (VIH), la concentration plasmatique de FL (144 + 70 pg/ml) n’est pas apparue
significativement différente de celle mesurée chez les patients traités par glucocorticoides

ou chez les donneurs sains.

1.2.3 Estimation du volume médullaire irradié
Pour chaque patient, un diagramme de la zone irradiée a été réalisé, puis la fraction de
moelle osseuse exposée a été estimée. Cette évaluation a été réalisée a partir de travaux

antérieurs décrivant la distribution de la moelle osseuse active chez l’adulte (Cristy, 1981)
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et considérant que la moelle osseuse active représente 4,5% de la masse corporelle totale.
Le champ d’irradiation comprenait 40 a 680 ml de moelle osseuse. Afin de valider les
estimations ainsi réalisées, le volume médullaire irradié de 9 patients a été déterminé par
contournement des zones médullaires sur coupes sériées obtenues par tomodensitométrie

et confronté au volume estimé grace a la table de Cristy (Figure 25).
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Figure 25 : Corrélation entre le volume médullaire estimé grdce aux tables de Cristy et le volume
médullaire déterminé par contournement de la moelle osseuse sur coupes sériées obtenues par
tomodensitométrie. Chaque point représente un patient. La ligne pleine représente la régression

linéaire.

Il existe une bonne corrélation entre les résultats obtenus par ces deux méthodes

d’évaluation du volume médullaire (r* = 0,754, n = 9, p = 0,002).

1.2.4 Corrélation entre la concentration plasmatique de FL et les nombres de
leucocytes et de plaquettes
La concentration plasmatique de FL et les nombres de leucocytes et de plaquettes
circulants ont été suivis durant la radiothérapie de 22 patients sur les 27 que comprenait
l’étude. En effet, pour 5 patients, seule une mesure de FL et de NFS a pu étre effectuée
durant la radiothérapie, ne permettant pas la réalisation d’un suivi. Les résultats montrent

une augmentation de la concentration plasmatique de FL associée a une diminution du

80



nombre de leucocytes d’une part et de plaquettes d’autre part. A titre d’exemple, la
figure 26 représente les évolutions du FL, des leucocytes et des lymphocytes pour les

patients #7 et #16 présentant des champs d’irradiation différents.
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Temps aprés le début de la radiothérapie (jours) Temps aprés le début de la radiothérapie (jours)

Figure 26 : A: Evolution de la concentration plasmatique de FL pendant le traitement par
radiothérapie chez le patient #7 (courbes oranges) irradié au niveau des vertebres C1-C6 et L1-L5 a
23.4 Gy et chez le patient #16 (courbes vertes) irradié localement au niveau de la scapula a 40 Gy.
B : Effet de la radiothérapie sur les nombres de leucocytes (triangles) et de lymphocytes (cercles)

chez les patients #7 (courbes oranges) et #16(courbes vertes).

Le patient #7 a recu une dose cumulée de 23.4 Gy sur 2 zones couvrant les vertébres C1 a
C6 et L1 a L5 ce qui correspond a environ 27% de la moelle osseuse exposée. Par contre, le
patient #16 a été irradié en champ trés restreint, ou seule une scapula, équivalent a 3% de
la moelle osseuse, a été exposée a une dose cumulée d’irradiation de 40 Gy.

L’étude de la relation existant entre la concentration plasmatique de FL et les nombres de
cellules circulantes a mis en évidence U'existence de corrélations négatives entre la
concentration plasmatique de FL et le nombre de leucocytes d’une part (r* = 0.363, n= 95,
p< 0.01) (Figure 27-A) et le nombre de plaquettes d’autre part (r* = 0.195, n= 95, p< 0.05)

(Figure 27-B).
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Figure 27 : Corrélation entre la concentration plasmatique de FL et le nombre de leucocyte (A) et
de plaquettes (B) chez les 22 patients suivis durant leur traitement par radiothérapie fractionnée.

Chaque point représente un prélévement sanguin.

Les variations des nombres de cellules circulantes sont le reflet de lactivité du
compartiment médullaire. Les corrélations que nous avons établies suggérent donc tres
fortement que le taux de FL plasmatique soit lié a cette activité dans les situations

d’irradiations hétérogenes chez ’homme.

1.2.5 Corrélation entre la concentration plasmatique de FL, la dose cumulée
d’irradiation et la fraction de moelle osseuse irradiée
Afin d’étudier la relation existant entre la concentration plasmatique de FL, la dose
cumulée d’irradiation et la fraction de moelle osseuse irradiée, nous avons calculé pour
chaque patient, les aires sous la courbe (ASC) de FL permettant d’intégrer la notion de
temps dans les variations de FL (Figure 28). Cela nous a permis de tenir compte de la

durée de l’augmentation plasmatique de FL.
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Figure 28 : Aires sous la courbe de FL (ASC) pour chaque patient.

Les résultats ont montré que U'ASC de FL moyenne était de 4982.6 + 5253.7 (valeur
médiane 3065.5, gamme : 139.8 - 21478.0) (Tableau 3). De plus, nous n’avons pas mis en
évidence de différences significatives liées au protocole d’irradiation (standard ou

séquentiel) ou au traitement par glucocorticoides.

Groupe n Moyenne + sem Médiane Gamme
Tous patients 22 4982.6 + 5253.7 3065.5 139.8-21478.0
Protocole standard 15 5655.2 + 5863.4 3743.0 715.3-21478.0 —ns
Protocole séquentiel 7 3541.3 + 3582.1 2186.0 139.8-8645.9
Trait. glucocorticoide 18 5346.1 + 5531.7 3065.5 715.3-21478.0
Non traité 4 3347.0 £ 3931.0 2248.9 139.8-8750.4 — "

Tableau 3 : Moyennes des aires sous la courbe de FL (ASC) et influence des différents traitements

sur les ASC.

Afin d’étudier la relation existant entre l’évolution de la concentration plasmatique de FL
et U'atteinte médullaire radio-induite nous avons réalisé une régression linéaire multiple a
partir des valeurs d’ASC de FL, de dose cumulée d’irradiation et de fraction de moelle

osseuse exposée des 22 patients suivis tout au long de leur traitement. Les résultats
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montrent U"existence d’une tres forte corrélation entre ces trois parametres (Tableau 4)
Bien que la représentation graphique en trois dimensions de cette relation (Figure 29)
suggere que la régression dépende essentiellement de deux patients, [’analyse statistique
démontre une contribution a cette corrélation similaire a la fois de la dose cumulée
d’irradiation et de la fraction de moelle osseuse irradiée (Tableau 4), avec une valeur de

significativité inférieure a 0,005. Ceci montre bien la validité de cette analyse statistique.
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o
o

Aire sous la courbe de F

Figure 29 : Représentation graphique de la corrélation existant entre I’ASC de FL, la dose

d’irradiation cumulée et le volume médullaire exposé oli chaque point représente un patient.

Contribution de  Contribution de

la dose la fraction de
d’irradiation moelle osseuse
Groupe n r r? p cumulée (p) irradiée (p)
Tous patients 22 0.691 0.477 0.002 0.012 0.017
Protocole standard 15 0.722 0.522 0.012 0.027 0.026
Protocole séquentiel 7 0.729  0.532 ns ns ns
ns : non significatif’

Tableau 4 : Résultats de [’analyse de la relation existant entre les ASC de FL, la dose d’irradiation

cumulée et le volume médullaire exposé par régression linéaire multiple.
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Une analyse comparable a été menée en tenant compte du type de fractionnement recu
par les patients. Ce travail a montré que la corrélation entre ’ASC de FL, la dose cumulée
d’irradiation et la fraction de moelle osseuse exposée est retrouvée chez les patients
traités en suivant un protocole de fractionnement standard (Tableau 4). De plus, la
contribution relative de la dose cumulée d’irradiation et de la fraction de moelle osseuse
exposée est similaire. En revanche, chez les patients traités par un protocole séquentiel,
la corrélation n’a pas été observée en dépit du coefficient de corrélation élevé (r* = 0.532)
probablement en raison du faible nombre de patients dans ce groupe (Tableau 4).

L’ensemble de cette étude a clairement mis en évidence que la concentration plasmatique
de FL est directement corrélée a l’atteinte médullaire radio-induite aprés une irradiation

hétérogene chez ’homme.

2 Meécanismes de régulations du FL

Bien que le FL soit décrit depuis plus de 10 ans (Lyman et al., 1993a), ses mécanismes de
régulations restent mal connus. L’hypothése principale était que le taux plasmatique de FL
était régulé par un équilibre entre la production de la protéine et sa consommation
(Fichelson, 1998). Cette hypothese était confortée par le fait qu’en situation d’aplasie
médullaire, ou le nombre de cellules consommatrices est par définition fortement

diminuée, la concentration plasmatique de FL était largement augmenté.

2.1 Test de ’hypothése de consommation : FL et mobilisation
Afin de tester ’hypothese de régulation proposée par Fichelson, nous avons réalisé, dans
un modeéle de primate non humain, des injections de G-CSF qui ont pour effet d’augmenter
fortement le nombre de progéniteurs hématopoiétiques, c’est a dire le nombre de cellules
consommatrices de FL. Ainsi, 6 animaux ont recu, par injection sous cutanée, 10 pg/kg de

G-CSF (Granocyte 13, Chugai Pharma France) pendant 5 jours (JO a J4 inclus), selon un
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protocole identique a celui utilisé pour la mobilisation des progéniteurs hématopoiétiques

dans le sang périphérique chez ’lhomme.

2.1.1 Etude de la relation entre la concentration plasmatique de FL avant la
mobilisation et le nombre de cellules CD34" mobilisées
D’autres équipes avaient suggéré que la concentration plasmatique de FL avant
mobilisation pourrait étre prédictive du nombre de cellules CD34" mobilisables (Gazitt et
Liu, 2000; Haidar et al., 2002). Pour chaque animal, nous avons donc corrélé le nombre de
cellules CD34" mobilisées a J5 avec la concentration plasmatique de moyenne de FL durant
la période témoin (Figure 30). Une seconde corrélation a été réalisée entre le nombre
cumulé de cellules CD34" mobilisées entre J3 et J6 et la moyenne du taux plasmatique de

FL durant la période témoin (Figure 30).
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Figure 30 : Corrélation entre le nombre de cellules CD34" mobilisées a J5 (cercles marrons) ou
entre J3 et J6 (cercles verts) et la concentration plasmatique moyenne de la période témoin (J-3 a

J0). Chaque point représente un animal et les lignes représentent les régressions linéaires.

Les analyses par régressions linéaires montrent qu’il existe une forte corrélation inverse
entre le taux plasmatique moyen de FL avant la mobilisation et le nombre de cellules
CD34" mobilisées a J5 (r’=0,838, n=6, p<0,05) d’une part, et le nombre cumulé de cellules

CD34" mobilisées entre J3 et J6 (r’=0,833, n=6, p<0,05) d’autre part. Ainsi, nous avons pu
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confirmer que la concentration plasmatique initiale de FL est un bon indicateur de la
capacité de mobilisation d’un individu comme cela avait été suggéré précédemment

(Gazitt et Liu, 2000; Haidar et al., 2002).

2.1.2 Variation du taux plasmatique de FL au cours de la mobilisation
Comme cela a été évoqué, I’hypothese de régulation de la concentration plasmatique de
FL était un équilibre entre production et consommation de la protéine. Nous nous
attendions donc a observer une diminution du taux de FL plasmatique associée a
’augmentation du nombre de cellules consommatrices durant la période de mobilisation.
Bien que les nombres de CFU-GM et de cellules CD34" soient nettement augmentés dans la
moelle osseuse (Figure 31-A) et dans le sang (non présenté) pendant la mobilisation, le
suivi de la concentration plasmatique de FL (Figure 31-B) ne montre aucune modification

durant les 5 premiers jours.
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Figure 31 : Evolution de la concentration plasmatique de FL (A) et des nombres de CFU-GM et de

cellules CD34" dans la moelle osseuse (B) durant la mobilisation. Chaque point représente une

moyenne + ET de 6 animaux. Les analyses statistiques ont été réalisées par comparaison avec la

période témoin (J-3 a JO) et les différences significatives sont représentées pour * p<0,05 et **

p<0,01.
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Les variations de la concentration plasmatique de FL ne sont intervenues que tardivement
entre les jours 5 et 12. Ainsi, au maximum, une augmentation moyenne de 1,5 fois a pu
étre observée 10 jours apres le début de la mobilisation (187,9 + 51,8 pg/ml pendant la
période témoin vs. 324,8 + 67,1 pg/ml a J10, p<0.001). Parallelement, nous avons observé
une diminution de la concentration en progéniteurs et en cellules CD34" dans la moelle
osseuse. Puis le taux plasmatique moyen de FL et les nombres de progéniteurs et de
cellules CD34" retournaient a la normale a J15.

Ainsi, cette étude a mis en évidence que l’augmentation du nombre de cellules
consommatrices de FL n’induit pas de variation simultanée du taux plasmatique de FL.
Donc la concentration plasmatique de FL n’est pas une simple résultante d’un équilibre
entre la production et la consommation de la protéine. Les mécanismes de régulation du
taux plasmatique de FL sont manifestement plus complexes. En outre, nos résultats
suggerent ’intervention de cellules capables de produire du FL dans différentes situations
de stress.

Nous avons cherché a étudier plus précisément les mécanismes de régulations du taux de
FL plasmatique. Dans ce but, nous nous sommes intéressés aux cellules capables de

produire du FL en situation de stress.

2.2 Etude de I’implication des cellules lymphoides chez la souris
Les lymphocytes T ayant été décrit comme capable de produire du FL apres irradiation
(Chklovskaia et al., 1999), nous avons étudié leur implication dans [’augmentation du taux
plasmatique de FL. Pour ce faire, nous avons irradié deux souches de souris de méme fond
génétique, l’'une sauvage (BALB/c) et 'autre présentant un déficit en cellules lymphoides
matures (NOD/SCID). Ces animaux ont été irradiés en ICT a des doses allant de 0 a 15 Gy
pour les BALB/c et de 0 a 4 Gy pour les souris NOD/SCID qui présentent une radiosensibilité
plus élevée. Les animaux ont été euthanasiés a différents temps (Jours 0, 3, 7, 10, 14, 17,

21, 24, et 28) apres |’exposition.
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2.2.1 Evolution des leucocytes et des plaquettes aprés une irradiation corporelle
totale

Chez les animaux non irradiés, il a été montré que le nombre de leucocytes circulants chez
les souris NOD/SCID était inférieur a celui observé chez les souris BALB/c (1.35 + 0.09 vs
4.39 + 0.22, p < 0.001).

L’irradiation a induit chez tous les animaux une diminution du nombre des leucocytes
circulant dés le jour 3 (Figure 32). Cette diminution est dose-dépendante et le délai de
récupération du nombre de cellules circulantes augmente avec la dose d’irradiation.

En effet, nous avons pu observer, chez les souris BALB/c une récupération compléte au
jour 28 pour les animaux irradiés a 2 Gy, tandis que les animaux exposés a des doses plus
importantes avaient encore, a J28, un nombre de leucocytes inférieur au groupe témoin
(Figure 32-A). En revanche, chez les souris NOD/SCID aucun groupe d’animaux n’a atteint

une récupération complete au jour 28 (Figure 32-B).
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Figure 32 : Effet de ’irradiation corporelle totale sur le nombre de leucocytes circulants chez la
souris BALB/c (A) et chez la souris NOD/SCID (B) en fonction du temps aprés exposition. Chaque
point représente la valeur moyenne + ES de 5 animaux. Les analyses statistiques ont été réalisées
par comparaison avec les animaux non irradiés et les différences significatives sont représentées

pour : * p<0.05 et ** p<0.01.
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Nous avons également observé que lirradiation induit une réduction du nombre de

plaquettes circulantes (Figure 33).

BALB/C A NOD/SCID
1000 7 5 10000
F 5 B
) 7]
(]
kel
i
100 -
@ 1000 ) '
o
—
x
—e— 2Gy g *
10 - —e— 4Gy §
—=— GGy T 100 | o
*k —&— 8Gy :—Ci
10Gy © —e— 2Gy
—A— 15Gy g o, —e— 4Gy
I ———— Controle sup 5 ———= Contrdle sup.
Contrdle inf g Contrdle inf.
. . . . : : z 10 . . . . : )
0 5 10 15 20 25 30 0 5 10 15 20 25

Temps aprés irradiation (Jour) Temps apres Irradiation (Jour)

Figure 33 : Effet de U’irradiation corporelle totale sur le nombre de plaquettes circulantes chez la
souris BALB/c (A) et chez la souris NOD/SCID (B) en fonction du temps apres exposition. Chaque
point représente la valeur moyenne + ES de 5 animaux. Les analyses statistiques ont été réalisées
par comparaison avec les animaux non irradiés et les différences significatives sont représentées

pour : * p<0.05 et ** p<0.01.

Cette diminution a conduit a un nadir au jour 10 chez les souris BALB/c quelle que soit la
dose d’exposition et aux jours 7 et 10 respectivement pour les souris NOD/SCID irradiées a
2 et 4 Gy. Suite au nadir, le nombre de plaquettes circulantes a augmenté pour atteindre
des valeurs normales au jour 14 pour les souris BALB/c irradiées a 2 et 4 Gy et aux jours 21
et 28 respectivement pour les animaux exposés a 6 et 8 Gy. Chez les souris NOD/SCID, le
nombre de thrombocytes n’est plus significativement différent de celui observé chez les
animaux témoins au jour 28 pour les souris irradiées a 2 Gy, tandis qu’il le reste pour les

animaux irradiés a 4 Gy.
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2.2.2 Variation de la concentration plasmatique de FL aprés des ICT chez les souris
BALB/c et NOD/SCID

Le taux basal de FL observé chez les souris BALB/c (250,4 + 7,1 pg/ml) est comparable a
celui des souris NOD/SCID (262,4 + 8,4 pg/ml, n.s.) malgré U'importante réduction du
nombre de leucocytes observée chez les animaux immunodéficients. Dans les deux souches
de souris, ’irradiation induit une augmentation de la concentration plasmatique de FL des
le jour 3 et quelle que soit la dose d’exposition (Figure 34). Nottons que ’évolution de la
concentration plasmatique de FL est biphasique chez les souris BALB/c irradiées a 6 et 8
Gy comme chez les souris NOD/SCID irradiées a 2 et 4 Gy. Le second pic sera évoqué

ultérieurement.
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Figure 34 : Effet de Uirradiation corporelle totale sur la concentration plasmatique de FL chez la
souris BALB/c (A) et chez la souris NOD/SCID (B) en fonction du temps apres exposition. Chaque
point représente la valeur moyenne + ES de 5 animaux. Les analyses statistiques ont été réalisées
par comparaison avec les animaux non irradiés et les différences significatives sont représentées

pour : * p<0.05 et ** p<0.01.

Chez la souris BALB/c, I’augmentation initiale a aboutit a un pic de concentration dont le
temps est variable en fonction de la dose d’irradiation : pour les animaux irradiés a 2 et 4

Gy le pic est observé au jour 3, contre les jours 7 et 10 respectivement pour les doses de 6
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et 8 Gy. Cette étude a également montré que ’augmentation radio-induite initiale de FL
serait dose-dépendante pour les irradiations allant de 2 a 6 Gy et que le pic de
concentration serait d’autant moins important que la dose était forte pour les doses de 8,
10 et 15 Gy (Figure 34-A).

La dose de 8 Gy est classiquement admise comme la dose létale 50/30 (définie comme la
dose induisant le déces de 50 % des animaux a 30 jours) (DLso/30) chez la souris (Hendry et
Feng-Tong, 1995). Dans notre modéle, la DLsy30 a été déterminée expérimentalement a
7,96 Gy. Il apparait donc que ’augmentation initiale de la concentration plasmatique de
FL est dose-dépendante pour les irradiations infra-létales. En revanche, pour les
irradiations a doses supra-létales, l’augmentation initiale du taux plasmatique de FL

semble étre d’autant moins importante que la dose d’exposition est élevée (Figure 35).
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Figure 35 : Effet de la dose d’irradiation sur la concentration plasmatique de FL chez la souris
BALB/c au jour 3 (courbe bleue) et au jour 7 (courbe verte). La droite en pointillé représente la
DLsy,30 déterminée expérimentalement a 7,96 Gy. Chaque point représente la valeur moyenne + ES

de 5 animaux. Les analyses statistiques ont été réalisées par comparaison avec les animaux non

irradiés et les différences significatives sont représentées pour : * p<0.05 et ** p<0.01.

Ainsi, pour les doses inférieures a la DLsg,3, l’augmentation initiale dose-dépendante de la
concentration plasmatique de FL aprés lUirradiation pourrait étre la résultante de la
combinaison entre la diminution de la consommation de la protéine et l’augmentation de

sa production. Pour les doses supérieures a la DLso;30, l’augmentation plus lente de la
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concentration plasmatique de FL pourrait étre due a la réduction radio-induite du nombre

de cellules productrices de FL.

Quelques jours aprés ’augmentation initiale, une seconde élévation de la concentration
plasmatique de FL a été observée chez les souris BALB/c irradiées a 6 et 8 Gy (aux jours 17
et 21 respectivement) (Figure 34-A) puis le taux plasmatique de FL tend a diminuer.
Néanmoins, le temps de retour a un taux de FL physiologique augmente avec la dose
d’irradiation. Ainsi, les animaux irradiés a 2 Gy et 4 Gy retrouvent un état basal de FL
respectivement aux jours 21 et 24, tandis que cet état n’est pas atteint au jour 28 pour les
animaux irradiés a 6 et 8 Gy.

Chez la souris NOD/SCID, comme chez la souris BALB/c, l’irradiation a induit une
augmentation dose-dépendante de la concentration plasmatique de FL apres irradiation
aboutissant a un pic au jour 3, suivi par un second pic au jour 21 (Figure 34-B). Néanmoins,
la comparaison des deux lignées de souris a montré une cinétique d’évolution du FL
différente apres irradiation. En effet, a dose d’exposition équivalente, les taux
plasmatiques de FL étaient plus importants chez les souris NOD/SCID que chez les souris
BALB/c (Figure 36). De plus, une seconde augmentation de la concentration plasmatique
de FL est observée chez les souris NOD/SCID au jour 21 pour les doses de 2 et 4 Gy tandis
que seul un pic a été observé chez les souris BALB/c. Enfin, le retour au taux basal de FL
n’est pas atteint chez les souris NOD/SCID au jour 28 tandis que les souris BALB/c ont
retrouvé la valeur de FL physiologique des les jours 21 et 24 respectivement pour les doses

de 2 et 4 Gy.
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Figure 36 : Comparaison des augmentations radio-induites de la concentration plasmatique de FL
en fonction du temps chez les souris BALB/c et NOD/SCID aprés irradiation corporelle totale a 2 Gy
(A) ou 4 Gy (B). Chaque point représente la valeur moyenne #+ ES de 5 animaux. Les analyses
statistiques ont été réalisées par comparaison avec les animaux non irradiés et les différences

significatives sont représentées pour : * p<0.05 et ** p<0.01.

Ainsi, chez les souris NOD/SCID, le déficit constitutif en cellules lymphoides n’induit pas de
diminution de la concentration plasmatique de FL apres irradiation. Il est au contraire
associé a des valeurs de FL plasmatique plus élevées. Ces concentrations plasmatiques
supérieures a celles des animaux immunocompétents pourraient étre liées au déficit en LT
lui-méme, mais aussi a la radiosensibilité intrinséque des animaux NOD/SCID qui est plus
importante que celle des BALB/c. Quoi qu’il en soit, ce résultat montre que les LT ne sont

pas les seules cellules capables de réguler le taux plasmatique de FL.

2.2.3 Effet d’irradiation corporelle totale sur le nombre de progéniteurs survivants
dans la moelle osseuse de souris BALB/c et NOD/SCID

Afin de déterminer Uinfluence du déficit en cellules lymphoides matures sur la relation

existant entre la concentration plasmatique de FL et le nombre de progéniteurs survivants

dans la moelle osseuse, nous avons déterminé, pour chaque groupe d’animaux, le nombre

CFC survivantes apreés irradiation dans la moelle osseuse (Figure 37) et dans la rate. Cette

étude a été menée en considérant que la sensibilité des progéniteurs aux cytokines,
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Nombre absolu de CFC par fémur

présentes dans le milieu de culture, est similaire chez les deux lignées de souris.
Cependant, seul 1% des CFC étant localisé dans la rate, les résultats de cet organe n’ont
pas été présentés. L’analyse des nombres de progéniteurs survivants dans la moelle
osseuse a été réalisée dans les fémurs. L’irradiation étant homogéne, [’analyse des fémurs
reflétait la réponse médullaire globale. Quelle que soit la lignée de souris considérée et la
dose d’exposition, une diminution dose-dépendante du nombre de progéniteurs a été
observée au jour 3 apres irradiation. Le suivi des nombres de CFC a également montré que

le délai de la récupération hématopoiétique augmente avec la dose d’irradiation.
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Figure 37 : Effet de Uirradiation corporelle totale sur le nombre de progéniteurs survivants dans la
moelle osseuse chez la souris BALB/c (A) et chez la souris NOD/SCID (B) en fonction du temps apres
exposition. Chaque point représente la valeur moyenne * ES de 5 animaux. Les analyses
statistiques ont été réalisées par comparaison avec les animaux non irradiés et les différences

significatives sont représentées pour : * p<0.05 et ** p<0.01.

En effet, chez les souris BALB/c, le nombre de progéniteurs présents dans la moelle
osseuse n’est plus significativement différent des animaux témoins aux jours 14 et 17 pour
les souris irradiées respectivement a 2 et 4 Gy, tandis que la récupération
hématopoiétique n’est pas achevée au jour 28 pour les animaux exposés a 6 et 8 Gy.

De méme, chez les souris NOD/SCID, la diminution dose-dépendante du nombre de
progéniteurs survivants a été suivie par une récupération hématopoiétique qui reste

incomplete au jour 28. Néanmoins, a dose équivalente, ’atteinte hématopoiétique est plus
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importante dans la lignée de souris NOD/SCID. Globalement, chez les deux souches de
souris étudiées, les nombres de progéniteurs survivants dans la moelle osseuse montrent

une évolution inverse a celle observée pour la concentration plasmatique de FL.

Il avait été démontré une corrélation entre le nombre de CFC et le taux sérique de FL chez
’homme (Wodnar-Filipowicz et al., 1996), nous avons donc étudié la relation existant
entre les progéniteurs hématopoiétiques et la concentration plasmatique de FL chez les
animaux BALB/c et NOD/SCID. Bien qu’une corrélation négative entre la concentration
plasmatique de FL et le nombre de CFC ait été mise en évidence, chez la souris BALB/c (r2
= -0,764, p<0,001, n= 220) comme chez la souris NOD/SCID (r? = -0,816, p<0,001, n= 67), il
existe deux restrictions a cette analyse globale. La premiere est liée a l"existence d’un
seuil de détection lors de la détermination du nombre de progéniteurs qui se situe a 1 CFC
pour 10 cellules de moelle osseuse soit 0,5 CFC par fémur. Ainsi, pour les animaux irradiés
a des doses supérieures a 6 Gy, chez lesquels on ne détecte pas de CFC, il existe une
incertitude quant a ’évaluation de l’hématopoiese. La seconde restriction est liée a la
non-linéarité de la relation entre la concentration plasmatique de FL et la dose
d’irradiation (Figure 29). Afin de limiter les incertitudes, nous avons donc exclu de
’analyse les animaux exposés a des doses supérieures ou égales a 8 Gy. Malgré ces deux
restrictions, la corrélation entre le nombre de progéniteurs survivants et la concentration
plasmatique de FL est retrouvée chez les souris BALB/c (r* = -0.684, p<0.001, n=162).
Comme cela est présenté sur les figures 38-A et B, la relation existant entre la
concentration plasmatique de FL et le nombre de CFC par fémur n’est pas linéaire quelle
que soit la lignée de souris considérée, suggérant l’existence d’un seuil de FL au-dela

duquel le nombre de CFC diminue drastiquement.
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Figure 38 : Corrélation négative entre la concentration plasmatique de FL et le nombre de CFC
dans la moelle osseuse aprés des irradiations corporelles totales a 0, 2, 4 et 6 Gy pour la souche
BALB/c (A) et a 0, 2 et 4 Gy pour la souche de souris NOD/SCID (B). Chaque point représente un
animal. Les droites représentent les régressions linéaires pour les groupes d’animaux ayant un taux

de FL plasmatique supérieur a 850 pg/ml (droites rouges) ou inférieur a 850 pg/ml (droites vertes).

Le seuil de FL a été déterminé graphiquement a 850 pg/ml, définissant ainsi deux groupes
d’atteinte médullaire. Un premier groupe comprenant des souris présentant un taux
plasmatique de FL inférieur a 850 pg/ml et un nombre de CFC normal ou faiblement
diminué a ainsi été caractérisé chez les souris BALB/c et NOD/SCID (cercles pleins, Figures
38-A et B). Le second groupe réunit les animaux ayant une concentration plasmatique de
FL supérieure a 850 pg/ml (soit plus de trois fois supérieure au taux basal) et un nombre
de CFC drastiquement diminué (cercles vides, Figures 38-A et B). Pour chacun des groupes
ainsi définis, et quelle que soit la lignée de souris considérée nous avons pu corréler la
concentration plasmatique de FL au nombre de CFC survivantes.

Le FL est donc un reflet dans le sang périphérique du nombre de progéniteurs présents
dans la moelle osseuse chez la souris BALB/c comme chez la souris NOD/SCID. Ainsi, le
déficit constitutif en cellules lymphoides matures ne modifie pas la corrélation entre le

taux plasmatique de FL et le nombre de progéniteurs survivants dans la moelle osseuse
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confirmant que les LT ne jouent pas un rdle prépondérant dans la régulation de la

concentration plasmatique du FL apres irradiation.

2.2.4 Etude des organes produisant du FL apreés irradiation

2.2.4.1 Expression de I’ARNm
Afin de déterminer quels organes et quels types cellulaires pouvaient étre capables de
produire du FL apres irradiation, nous avons recherché ’ARNm codant le FL dans la moelle
osseuse, la rate, le foie, le cerveau, le thymus et les cellules circulantes de souris BALB/c
et NOD/SCID irradiées respectivement a 6 et 4 Gy. Ces doses ont été choisies en raison de
leur capacité a induire des variations de la concentration plasmatique de FL de grande
amplitude. De plus, la radiosensibilité des souris NOD/SCID étant supérieure a celles des
souris BALB/c, nous avons choisi des doses d’irradiation non létales pour les deux lignées
de souris inférieure d’environ 20% a la DLsp/30. La quantité d’ARNm a été déterminée pour
chaque organe aux jours 0, 3, 7, 14, 21, 24 et 28. Les résultats ont montré que ’expression
de UARNm codant le FL était faiblement modifiée dans la moelle osseuse, la rate, le foie
et le cerveau aprés irradiation (Figure 39).
Chez la souris BALB/c, nous avons pu observer une légere augmentation de !’expression de
’ARNm codant le FL dans la moelle osseuse au jour 3 (1.2 + 0.06) apres irradiation suivi
d’une réduction de cette expression aux jours 7 (0.72 + 0.03), 21 (0.38 = 0.02), et 28 (0.46
+ 0.10) (Figure 39-A). La modification majeure observée est une augmentation de 2,27 +

0,66 fois de I’ARNm du FL dans la rate au 7°™ jour apres irradiation.
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Figure 39 : Effet de U’irradiation sur ’expression de [’ARNm codant le FL en fonction du temps dans
la moelle osseuse, la rate, le foie et le cerveau de souris BALB/c irradiées a 6 Gy (A) et de souris
NOD/SCID irradiées a 4 Gy (B). Les variations de [’expression de ’ARNm du FL sont exprimées de
facon relative par rapport aux témoins non irradiés (droite en pointillés). Chaque point représente
une valeur moyenne + ES de 5 souris. Les analyses statistiques ont été réalisées par comparaison
avec les animaux non irradiés et les différences significatives ont été représentées pour : * p<0.05

et ** p<0.01.

Chez la souris NOD/SCID, le profil d’expression de ARNm du FL est différent. En effet,
nous avons observé une augmentation de sa quantité relative dans la moelle osseuse aux
3me (2,81 + 0,98) et 7°™ jours (1,21 + 0,40) apreés irradiation (Figure 39-B). Au jour 21,
’expression de ’ARNm du FL est diminuée (0.54 + 0.03) avant d’augmenter de nouveau au
jour 28 (4.12+ 0.36). Peu de variations de ’ARNm du FL ont été observées dans la rate, le
foie et le cerveau. Néanmoins, une élévation de sa quantité relative a été observée au jour
28 dans tous les organes considérés. L’ensemble de ces résultats montre que le profil
d’expression de ’ARNm codant le FL dans la moelle osseuse, la rate, le cerveau et le foie

est différent chez les deux lignées de souris.
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Quelle que soit la lignée de souris considérée, les variations les plus importantes de
’expression de ARNm codant le FL ont été observées dans le thymus et les cellules

circulantes (Figure 40).
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Figure 40 : Effet de U’irradiation sur [’expression de ’ARNm codant le FL en fonction du temps dans
le thymus et les leucocytes de souris BALB/c irradiées a 6 Gy (courbes bleu foncé et rouge) et de
souris NOD/SCID irradiées a 4 Gy (courbes bleu clair et orange). Les variations de [’expression de
I’ARNm du FL sont exprimées de facon relative par rapport aux témoins non irradiés (droite en
pointillés). Chaque point représente une valeur moyenne + ES de 5 souris. Les analyses statistiques
ont été réalisées par comparaison avec les animaux non irradiés et les différences significatives ont

été représentées pour : * p<0.05 et ** p<0.01.

L’irradiation a induit, des le 3*™ jour, une augmentation de ’expression de I’ARNm codant
le FL dans les leucocytes dans les deux lignées de souris. Néanmoins, les taux relatifs
atteints au terme de ces augmentations sont différents en fonction de la lignée
considérée. Ainsi, chez la souris BALB/c l’expression de ’ARNm du FL a été augmentée de
6,33 + 0,68 fois tandis que chez la souris NOD/SCID [’augmentation est de 29,24 + 8,8 fois

(p<0,001). Au 7°™ jour aprés l’irradiation, l’expression de ’ARNm codant le FL reste
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élevée dans les deux lignées de souris. Néanmoins, le taux relatif d’ARNm codant le FL
était toujours plus important chez les souris NOD/SCID (19,59 + 3,5 vs 4,29 + 0,96,
p<0,001). Au jour 14, Uexpression de 'ARNm codant le FL était similaire chez les deux
lignées de souris (0,63 + 0,10 pour les souris BALB/c vs 5,13 + 2,60 pour les souris
NOD/SCID, ns p=0,054). Cette étude a montré également une diminution de !’expression
de UARNm du FL au jour 21 (0,03 + 0,007 pour les souris BALB/c et 0,123 + 0,01 pour les
souris NOD/SCID, p<0,001) et au jour 28 (0,33 + 0,02 pour les souris BALB/c et 0,21 + 0,05
pour les souris NOD/SCID, ns p=0,065).

Dans le thymus, U’irradiation a induit une augmentation de ’expression de ’ARNm du FL au
jour 3 dans les deux lignées de souris. Cette augmentation est plus importante chez les
souris BALB/c que chez les souris NOD/SCID (3,68 + 0,88 vs 1,39 + 0,1, p<0,05). Aux jours 7
et 14, Uexpression de ’ARNm du FL est similaire dans les deux lignées de souris (1,7 + 0,63
vs 0,97+ 0,02, p =0,722 ns au jour 7, 1,54 + 0,3 vs 2,34 + 0.07, p =0,054 ns au jour 14). En
revanche, nous n’avons pu observer une seconde augmentation importante au jour 21 que
chez les souris BALB/c (10,1 + 4,3 vs 1,12 + 0,1 chez les NOD/SCID, p<0,01). A Uinverse, au
jour 28, U’expression de ’ARNm codant le FL est normalisée chez les souris BALB/c (1,16 +
0,08) alors qu’elle est légerement augmentée chez les souris NOD/SCID (2,36 + 0,13,
p<0,01).

En conclusion, ’étude comparée de la quantité d’ARNm codant le FL présent dans
différents organes des BalB/c et NOD/SCID montre que le profil d’expression de cet ARN
est différent chez les deux lignées de souris apres irradiation. Cette différence peut étre
liée a la radiosensibilité supérieure des souris NOD-SCID par rapport aux souris Balb/c.. Il
est également possible que le déficit constitutif en cellules lymphoides existant chez les
souris NOD-SCID soit a 'origine de cette différence. La tres forte expression de ’ARNm
codant le FL chez les souris NOD-SCID a J28, en particulier dans la moelle osseuse et dans
le foie, alors que le nombre de lymphocytes circulants reste tres bas, plaide en faveur de

cette derniere hypothese.
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2.2.4.2 Concentration de la protéine
La quantification de 'ARNm reflete les variations de transcription du gene codant le FL.
Néanmoins, seule la protéine est capable d’une activité physiologique. C’est pourquoi nous
avons quantifié le FL sous sa forme protéique dans la moelle osseuse, le foie, la rate, le
thymus, le SNC, et les leucocytes au jour 3 apres irradiation afin de déterminer si ces
organes ou cellules pouvaient étre responsables de l’augmentation précoce de FL apres
irradiation. Dans chaque cas, la quantité de FL a été normalisée par rapport a la quantité
de protéine totale, déterminée par un test colorimétrique. Cette étude a été menée
parallelement chez la souris BALB/c et chez la souris NOD/SCID. Nous avons ainsi pu
mettre en évidence que la quantité basale de FL présente dans chacun des organes est
similaire chez les deux lignées d’animaux en dépit du déficit en cellules lymphoides

(tableau 5), seule une faible différence existe dans le foie.

Organes BALB/c NOD/SCID Signification
Moelle osseuse 0,351 + 0,01 0,363 + 0.01 n.s.
Rate 0,908 + 0,15 0,790 + 0.26 n.s.
Thymus 0,781 + 0,15 0,889 + 0.36 n.s.
Cerveau 0,208 + 0,02 0,148 + 0.01 n.s.
Leucocytes 0,038 + 0,003 0,040 + 0.001 n.s.
Foie 0,319 + 0,02 0,203 + 0.02 p =0.016

Tableau 5 : Quantité basale de FL présent dans la moelle osseuse, la rate, le thymus, le cerveau,
les leucocytes et le foie chez les souris BALB/c et NOD/SCID. Chaque valeur est une moyenne + ES
de la quantité déterminée chez 5 souris. Les résultats sont exprimés en pg de FL pour 10 ng de
protéine. Les analyses statistiques ont été réalisées par comparaison des souris BALB/c et des

souris NOD/SCID.
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L’irradiation a induit une diminution d’environ deux fois de la quantité de FL présente
dans la moelle osseuse au jour 3 (Figure 41) chez la souris BALB/c (0,351 + 0,01 pg/10 ng
de protéines au jour 0 vs 0,163 + 0.09 pg/10 ng de protéines au jour 3) comme chez la
souris NOD/SCID (0,363 + 0,01 pg/10 ng de protéines au jour 0 vs 0,162 + 0,01 pg/10 ng de

protéines au jour 3).
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Figure 41 : Effet d’une irradiation corporelle totale sur la quantité de FL présent dans la moelle
osseuse, le foie, la rate, le thymus le systéme nerveux central (SNC) et les leucocytes 3 jours aprés
exposition chez la souris BALB/c (histogrammes pleins) et chez la souris NOD/SCID (histogrammes
hachurés). La quantité de FL a été déterminée par test ELISA sur broyat d’organe ou sur cellules
lysées et rapportée a la quantité de protéine totale. Chaque histogramme représente une valeur
moyenne + ES de 5 souris. Les analyses statistiques ont été réalisées par comparaison avec les
animaux non irradiés et les différences significatives ont été représentées pour * p<0.05 et **

p<0.01.

De plus, la quantité de FL présente dans la rate, le foie, le thymus et les cellules
circulantes augmente significativement quelle que soit la lignée de souris considérée.
Cette augmentation est similaire chez les deux types d’animaux pour tous les organes a
Uexception du thymus pour lequel ’augmentation est plus importante chez les souris

NOD/SCID que chez les souris BALB/c (Figure 41).
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Globalement, bien que la détection de la protéine ait été faite sur des extrait d’organes et
non sur des cellules isolées, le profil d’expression de la protéine FL observé chez les
animaux NOD/SCID est quasi identique a celui des animaux BALB/c en dépit des différences
observées au niveau transcriptionnel (cf. paragraphe 2.2.4.1). Ainsi, chez la souris, les
cellules lymphoides ne sont pas responsables de [’augmentation radio-induite précoce de la
concentration plasmatique de FL. De plus, ces résultats suggerent une régulation post-

transcriptionnelle de la production de FL.

2.2.4.3 Analyse phénotypique des cellules circulantes et des cellules de moelle
osseuse
Afin d’exclure Uexistence de cellules lymphoides résiduelles chez les animaux
immunodéficients, nous avons réalisé une analyse phénotypique des leucocytes circulants

et des cellules médullaires chez les souris BALB/c et chez les souris NOD/SCID.
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Figure 42 : Effet d’une irradiation corporelle totale sur les populations cellulaires circulantes chez
les souris BALB/c et les souris NOD/SCID 3 jours apres l’irradiation. Chaque histogramme
représente une valeur moyenne + ES de 5 souris. Les analyses statistiques ont été réalisées par
comparaison avec les animaux non irradiés et les différences significatives ont été représentées

pour : * p<0.05 et ** p<0.01.
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Cette étude a mis en évidence que le nombre absolu de cellules CD45" circulantes est deux
fois moins important chez les souris NOD/SCID par rapport a celui observé chez les souris
BALB/c (Figure 42). Cette réduction est essentiellement liée a ’absence de lymphocytes T
CD3" et lymphocytes B CD19" chez les souris NOD/SCID. Un faible nombre de cellules NK
(Ly49A") a été détecté en quantité équivalente dans les deux lignées de souris. De méme,
le nombre de cellules granulo-monocytaires (CD11b") est similaire chez les souris BALB/c et
chez les souris NOD/SCID. L’irradiation a induit chez les deux lignées de souris une
diminution du nombre de cellules CD45" tres importante qui touche toutes les sous
populations cellulaires (CD3", CD19", CD11b" et Ly49A").

Dans la moelle osseuse, les mutations NOD et SCID conduisent a une diminution de 3 fois
du nombre de cellules CD45" (Figure 43). Comme dans les cellules circulantes, cette
diminution est associée a une réduction des populations CD3*, CD19" et CD11b". De méme,
Uirradiation induit une réduction drastique des différentes populations cellulaires
etudiées.
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Figure 43 : Effet d’une irradiation corporelle totale sur les cellules médullaires chez les souris
BALB/c et les souris NOD/SCID 3 jours apres Uirradiation. Chaque histogramme représente une
valeur moyenne + ES de 5 souris. Les analyses statistiques ont été réalisées par comparaison avec
les animaux non irradiés et les différences significatives ont été représentées pour : * p<0.05 et **

p<0.01.
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Nous avons ainsi confirmé [’absence de cellules lymphoides chez les souris NOD/SCID
excluant de facto leur implication dans l’augmentation radio-induite de FL chez ces
animaux. Ce résultat suggere donc Uexistence d’autres types cellulaires capables

d’intervenir dans la régulation du taux plasmatique de FL en réponse a une irradiation.

2.2.4.4 Localisation par immunohistochimie du FL dans la moelle osseuse, la rate,
et le thymus de souris BALB/c

L’implication des LT dans l’augmentation précoce de FL apres irradiation semblant exclue,
nous avons cherché a localiser les foyers de production (les cellules productrices) de cette
protéine par immuno-histologie au sein de différents organes. Nous avons focalisé ce
travail sur les organes présentant une modification remarquable de la quantité de protéine
FL au 3°™ jour aprés irradiation. Ainsi, la moelle osseuse (diminution de la quantité de FL),
la rate et le thymus (augmentation de la quantité de FL) ont été étudiés. Les marquages
ont été réalisés en parallele sur des organes de souris BALB/c 3 jours apres une irradiation
a 6 Gy et sur des organes de souris témoins (Figures 44, 45 et 46). Dans tous les organes,
nous avons observé un marquage intra-cellulaire et un marquage extra-cellulaire. Ainsi,
dans la moelle osseuse des souris témoins (Figure 44-A et B), nous avons observé un
marquage en petits foyers au sein desquels certaines cellules présentent un marquage
intra cellulaire. De plus, nous avons observé un marquage extra cellulaire, plus diffus qui
pourrait correspondre a une localisation du FL sur la matrice extra-cellulaire.

L’irradiation a induit une réduction drastique du nombre de cellules hématopoiétiques
présentes dans la moelle osseuse ainsi qu’un envahissement hémorragique du
compartiment médullaire. Bien que nous ayons constaté la persistance de quelques petits
foyers aprés un marquage anti-FL, il nous a semblé que leur nombre et leur taille étaient
réduits comparativement aux animaux témoins. Cependant, nous n’avons pas réalisé

d’étude quantitative.
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Dans la rate (Figure 45), nous avons également observé le marquage de quelques cellules
isolées, de foyers, ainsi qu’un marquage plus diffus, principalement au niveau des centres
germinatifs. L’irradiation a induit une réduction de la taille des centres germinatifs et un
envahissement de la rate par des hématies. Le marquage anti-FL aprés irradiation a
montré la présence de la protéine dans un grand nombre de cellules dans les centres
germinatifs, comme dans la pulpe rouge ainsi qu’une coloration générale de |’organe.

Dans le thymus (Figure 46), le marquage a mis en évidence la présence de FL dans un
nombre important de cellules de grande taille de la médulla et du cortex. Nous avons
également observé un marquage diffus autour des septae interlobulaires. L’irradiation a
induit une diminution et une désorganisation du thymus. De plus, le marquage anti-FL a
montré une augmentation tres importante de la quantité de la protéine au sein de
organe. En effet, de nombreuses cellules ainsi que Uensemble de la matrice
extracellulaire apparaissent trés fortement marqués. Le marquage FL serait
vraisemblablement lié aux cellules stromales thymiques. En effet, les cellules positives
pour le FL dans les thymus témoins ont la morphologie de cellules stromales et non de
cellules lymphoides. De méme, le marquage général du thymus aprés l’irradiation
correspond mieux a une population de cellules stromales qu’a des cellules lymphoides dont
le nombre est drastiquement réduit 3 jours apres ’irradiation.

Globalement, les résultats obtenus par immunohistologie coincidaient avec la
quantification en FL réalisée par ELISA (paragraphe 2.2.4.2). En effet, la diminution de la
quantité de FL observée dans la moelle osseuse comme son augmentation dans la rate et le
thymus apres irradiation, sont confirmés par le marquage anti-FL. De plus, ces études in
situ confortent ’hypothese selon laquelle l’augmentation précoce de FL ne serait pas liée
aux populations cellulaires lymphoides. En effet, la morphologie des cellules marquées
comme le marquage extra-cellullaire, présent dans la moelle osseuse, la rate et le thymus,
suggerent fortement U'implication de cellules stromales dans la régulation du FL apres

irradiation.

107



2.3 Implication des cellules lymphoides chez I’homme
Afin d’étudier 'implication des cellules lymphoides dans les variations plasmatiques de FL
chez ’homme, nous avons suivi 10 patients recevant différents traitements aplasiants en
vue d’une greffe de moelle osseuse. Cette cohorte se divisait en trois groupes de
traitement, 4 patients ont recu une chimiothérapie seule (BCNU, Etoposide, Cytosine
arabinose et Melphalan), 4 patients ont recu a la fois une chimiothérapie (Cytosine
arabinose) et une ICT a 10 Gy, et 2 patients ont été traités par chimiothérapie (Cytosine

arabinose) et sérum anti-lymphocytaire (voir paragraphe matériels et méthodes).

2.3.1 Evolution de la concentration plasmatique de FL au cours du traitement
Quel que soit le protocole de traitement et chez tous les patients, une augmentation de la
concentration plasmatique de FL a été observée apres le début du traitement aplasiant.
Cette élévation précoce du taux plasmatique de FL est de forte amplitude et concomitante
avec une diminution du nombre de leucocytes circulants. Comme Uillustre la figure 47 le
taux maximal de FL correspond au moment ou la leucopénie est la plus sévere. Enfin,
parallélement a la récupération hématopoiétique le taux plasmatique de FL décroit pour

tendre vers des valeurs physiologiques.
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Figure 47 : Evolution comparée du nombre de leucocytes et de la concentration plasmatique de FL
apres une irradiation corporelle totale (fléeche), un traitement cyclophosphamide (carré gris) et
une allo-greffe de cellules souches périphériques réalisée au jour 0 chez le patient #6. La ligne en

pointillé représente la concentration plasmatique moyenne de FL avant le traitement.
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2.3.2 Effet du traitement aplasiant sur I’expression du FL membranaire a la
surface des cellules circulantes
Les variations de la concentration plasmatique de FL et du nombre de leucocytes circulants
étant concomitantes, nous avons étudié un lien éventuel entre ces deux parametres. Ainsi,
nous avons cherché a déterminer le role des cellules circulantes dans |’augmentation
plasmatique de FL associée a ’aplasie médullaire en suivant U’expression de la forme
membranaire du FL a la surface des leucocytes de 7 patients traités par radiothérapie

et/ou chimiothérapie (pour exemple, Figure 48).
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Figure 48 : Suivi des cellules circulantes chez le patient #1 durant la période témoin i.e. avant le
début du traitement (A, B, C) et huit jours aprés le début du suivi soit J3 post greffe (D, E, F). Les
plots A et D représentent les analyses de diffraction de la lumiére ou R1 correspond aux

lymphocytes, B et E les contréles isotypiques et C et F les marquages par anticorps anti-FL.

Avant le début du traitement, la forme membranaire du FL a été détectée sur 15,2 + 6,2 %
des leucocytes et lintensité moyenne de fluorescence est de 93,8 + 44,3 (unités
arbitraires). Quel que soit le protocole aplasiant subi par les patients, ni le pourcentage de

cellules positives pour la forme membranaire du FL, ni Uintensité moyenne de
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fluorescence n’ont varié significativement apres le traitement. Ces résultats suggerent
donc que le taux plasmatique de FL n’est pas régulé par l’expression membranaire de la
protéine par les leucocytes. Cette présomption est encore amplifiée par le fait que la

numération leucocytaire est effondrée a J3 post greffe.

2.3.3 Effet du traitement aplasiant sur I’expression de ’ARNm codant le FL dans
les cellules circulantes
Afin de compléter ’étude de Uimplication des cellules circulantes dans les variations
plasmatiques de FL au cours de ’aplasie, nous avons suivi I’expression de ’ARNm codant le
FL dans les cellules circulantes de trois patients (patients #2, #4, #8). Durant le traitement
aplasiant (i.e. avant la greffe), nous n’avons pas observé de variation de ’expression de
UARNm du FL chez ces patients, bien que le taux plasmatique de FL ait augmenté
rapidement (pour exemple Figure 49). Ce résultat suggere que ’implication des cellules
lymphoides dans [’élévation précoce du FL plasmatique n’est pas majeure. Apres la greffe,
nous avons observé une augmentation tardive mais importante de ’expression de I’ARNm
du FL dans les cellules circulantes, suggérant une contribution possible de leur part au

maintien du pic plasmatique de FL (pour exemple Figure 49).
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Figure 49 : Evolution comparée de la concentration plasmatique de FL et de [’expression relative
de I’ARNm codant le FL chez le patient #8 ayant recu une irradiation corporelle totale, un

traitement cyclophosphamide et une allo-greffe de cellules souches réalisée au jour O.
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Bien que nous n’ayons pas réalisé d’analyse phénotypique précise, ’ensemble de ces
résultats suggérent que les cellules lymphoides n’ont pas un role prépondérant dans
’augmentation plasmatique initiale de FL apres un traitement aplasiant mais qu’elles

pourraient prendre part au maintien du pic plasmatique.

2.3.4 Effet du traitement par sérum anti-lymphocytaire sur le taux plasmatique de
FL

Dans le but de définir plus précisément le role des cellules lymphoides in vivo, nous avons
suivi deux patients recevant un traitement cyclophosphamide associé a un sérum anti-
lymphocytaire (SAL) qui réduit considérablement le nombre de lymphocytes circulants.
L’augmentation précoce de la concentration plasmatique de FL chez les patients recevant
le SAL est similaire a celle observée chez les 8 autres patients. En effet, les élévations
initiales des taux de FL présentent des cinétiques et des amplitudes d’augmentation
semblables chez les patients traités par SAL ou par les autres protocoles (pour exemple
Figure 50). Ce résultat confirme donc que les cellules lymphoides ne sont pas responsables

de U’élévation précoce de la concentration plasmatique de FL.
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Figure 50 : Evolution comparée des concentrations plasmatiques de FL chez le patient #6 traité par
irradiation corporelle totale, cyclophosphamide et allo-greffe de cellules souches et le patient #9

traité par sérum anti-lymphocytaire, cyclophosphamide et allo-greffe de cellules souches.
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Cependant, le taux maximal de FL a été atteint au jour 2 chez les patients traités par SAL
tandis que le temps moyen du pic de FL chez les autres patients est au jour 7,4 (Tableau
6). De plus, en dépit d’une durée d’aplasie moyenne plus longue chez les patients SAL, la
concentration plasmatique maximale de FL est tres largement inférieure a celle observée

chez les autres patients suivis (Tableau 5).

Non-SAL SAL
Date moyenne du pic de FL Jour 7,4 Jour 2
Taux maximal en FL 3024 + 2199 911,2 + 252
Durée d’aplasie 10 Jours 19 Jours

Tableau 5: Effet du traitement par sérum anti-lymphocytaire sur [’augmentation de la

concentration plasmatique de FL et sur la durée d’aplasie.

Le traitement SAL induit donc a la fois une diminution de Uamplitude et un
raccourcissement du pic de FL (pour exemple Figure 50), suggérant un role des cellules
lymphoides dans le maintien d’un taux de FL plasmatique élevé aprés un traitement
aplasiant. Ces résultats correspondent a ceux obtenus par le suivi de U’expression de
UARNm confirmant ainsi que les cellules lymphoides ne sont pas impliquées dans
’augmentation initiale du taux de FL plasmatique mais qu’elles prennent part a son
maintien durant U’aplasie chez I’homme. Ainsi, comme nous l’avions observé dans le
modele murin, il est probable que les cellules responsables de ’élévation initiale de la

concentration plasmatique de FL soient d’origine non lymhpoides.
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2.4 Implication d’autres types cellulaires
Les résultats obtenus in vivo chez la souris et en clinique humaine suggérant trés
fortement Uimplication de populations cellulaires stromales dans les régulations du FL,
nous avons étudié la capacité de différentes lignées cellulaires (murines et humaines) a

produire du FL en réponse a une irradiation.

2.4.1 Culture de cellules stromales murines (MS-5)
2.4.1.1 Effet de l’irradiation et du TNFa sur la survie cellulaire
Nous avons suivi 'effet de U’irradiation sur la survie cellulaire de la lignée MS-5. Cette

étude a mis en évidence une inhibition radio-induite de la croissance cellulaire (Figure 51).
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Figure 51 : Effet de U’irradiation sur la survie des cellules MS-5. Chaque point représente la valeur
moyenne + ES de 3 expérimentations réalisées en triplicate. Les analyses statistiques ont été
réalisées par comparaison avec les cellules non irradiées et les différences significatives sont

représentées pour : * p<0.05 et ** p<0.01.

En effet, les nombres de cellules récoltées apres des irradiations a 2, 5, ou 10 Gy sont
inférieurs aux témoins quel que soit le temps considéré. A Uinverse, l’incubation en
présence de TNFa (10 ng/ml), a induit une stimulation de la croissance des cellules MS-5
observable dés J3 (0,38.10° + 0,012.10° cellules vs 0,29.10° + 0,06.10° cellules, p<0.05).

Cette augmentation de prolifération a été maintenue durant toute la durée de la
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stimulation par TNFa aboutissant a un nombre de cellules trés supérieur aux témoins a J14

(0,69.10° + 0,010.10° cellules vs 0,41.10° + 0,013.10° cellules, p<0.05).

2.4.1.2 Production de FL par MS-5 dans le surnageant de culture
Le suivi de la quantité de FL présente dans le surnageant de culture des cellules MS-5 a mis
en évidence que des irradiations a 2 ou 5 Gy n’induisent pas de modification de la
production de FL soluble (Figure 52). En revanche, apres une exposition 10 Gy, la quantité
de FL soluble mesurée dans le surnageant de culture est augmentée aux jours 10 (589,84 =+
35,87 pg/10° cellules vs 450,38 + 19,57 pg/10° cellules, p<0.01) et 14 (826,03 + 49,237
pg/10° cellules vs 756,54 + 62,42 pg/10° cellules, p<0.05). De méme, la stimulation des
cellules par du TNFa conduit a une augmentation de la concentration en FL soluble dans le
surnageant de culture observable du jour 7 (469,12 + 12,67 pg/10° cellules vs 299,16 +
24,83 pg/10° cellules, p<0.05) au jour 14 (817,69 + 5,88 pg/10° cellules vs 648,72 + 33,81

pg/10° cellules, p<0.05).
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Figure 52 : Effet de U’irradiation et du TNFa sur la production de FL soluble par cellules MS-5. La
quantification de FL a été réalisée par test ELISA dans les surnageants de cultures. Chaque point
représente la valeur moyenne + ES de 3 expérimentations réalisées en triplicate. Les analyses
statistiques ont été réalisées par comparaison avec les cellules non irradiées et les différences

significatives sont représentées pour : * p<0.05 et ** p<0.01.
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Ces résultats montrent que la lignée de cellules MS-5 produit du FL soluble a ’état basal,
mais aussi que l’irradiation a forte dose comme la stimulation par TNFa induisent une
augmentation de la quantité de FL soluble sécrété par ces cellules dans le surnageant de

culture.

2.4.1.3 Etude de la quantité intracellulaire de FL
La quantification du FL intracellulaire, réalisé sur des lysats de cellules en triton X100, a
montré que cette protéine est présente constitutivement dans les cellules MS-5.
L’irradiation n’a pas conduit a une variation significative de la concentration
intracellulaire en FL quelle que soit la dose d’exposition (Figure 53). En revanche, la
stimulation par le TNFa a conduit a une diminution progressive de la quantité de FL
présente dans les cellules aboutissant a un taux de 13,6 + 1,38 pg/10° cellules au jour 14
tandis que les cellules non stimulées présentent une quantité de FL de 95,20 + 11,35

pg/10° cellules, p<0.05.
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Figure 53 : Effet de Uirradiation et du TNFa sur la quantité intra-cellulaire de FL dans les cellules
MS-5. La quantification de FL a été réalisée dans des lysats cellulaires. Chaque point représente la
valeur moyenne #+ ES de 3 expérimentations réalisées en triplicate. Les analyses statistiques ont
été réalisées par comparaison avec les cellules non irradiées et les différences significatives sont

représentées pour : * p<0.05 et ** p<0.01.
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Globalement, U’étude menée sur la lignée MS-5 a montré que lirradiation des cellules
stromales murines induisait une inhibition de leur croissance mais ne modifiait pas la
quantité de FL présente dans leur cytoplasme. De plus, ce travail a mis en évidence que
seule une irradiation a 10 Gy est capable de conduire a une augmentation de la quantité
de FL soluble sécrété dans le milieu de culture. Le suivi de la stimulation des cellules MS-5
par le TNFa a montré une augmentation importante de la prolifération cellulaire et une
augmentation de la sécrétion de FL soluble dans le surnageant de culture, parallelement a
une diminution de la quantité de FL intra-cytoplasmique. Ceci suggére que la sécrétion de
FL induite par le TNFa passe par le relargage d’un stock inta-cytoplasmique de la cytokine.
Cependant, la différence entre la cinétique de production du FL dans le surnageant et la
cinétique de diminution intra-cytoplasmique du FL montre que le relargage du stock intra
cytoplasmique de FL n’est pas suffisant pour expliquer ’augmentation de concentration
observée dans le milieu de culture. Il existe donc une sécrétion directe du FL dans le
milieu de culture. Ceci est en accord avec ’existence d’un épissage différentiel de ’ARNm
codant le FL, permettant de produire soit une forme directement soluble de la molécule,

soit une forme membranaire protéolysable.

2.4.2 Culture de cellules ostéoblastiques humaines (MG-63)
Les ostéoblastes sont des cellules du micro-environement médullaire qui sont capables de
réguler activement [’hématopoiése précoce, en particulier au niveau des niches
hématopoiétiques (Calvi et al., 2003; Zhang et al., 2003). Afin de déterminer leur capacité
a produire du FL et s’ils pouvaient intervenir dans sa régulation apres irradiation, nous
avons exposé des cellules MG-63 a un rayonnement gamma aux doses de 2, 5, ou 10 Gy.
Pendant 14 jours, nous avons suivi a la fois le nombre de cellules survivantes, la quantité
de FL sécrétée dans le milieu de culture et la quantité de FL présente dans le cytoplasme

des cellules.
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2.4.2.1 Effet de l’irradiation sur la survie cellulaire

Les cellules ont été irradiées a 80 % de confluence. Les résultats obtenus montrent que
’exposition diminue le potentiel de croissance des cellules MG-63. En effet, pour les doses
de 2, 5 et 10 Gy le facteur d’expansion a J3 était de 4,69 + 0.35, 2,81 + 0,21 et de 1,34 +
0.06 fois respectivement tandis qu’il était de 9,11 = 3,08 pour les cellules non irradiées.
Ainsi, Uirradiation induit une diminution dose-dépendante de la prolifération cellulaire
(Figure 54). En effet, au 3°™ jour apres l’exposition, le nombre moyen de cellules MG-63
était réduit, comparativement au témoin non irradié, d’un facteur 2 a 2 Gy (3,35.10° +
1,13.10° cellules vs 1,73.10° + 0,12.10° cellules), d’un facteur 3 a 5 Gy (3,35.10° + 1,13
cellules vs 1,03.10° + 0,08.10° cellules) et d’un facteur 7 & 10 Gy (3,35.10° + 1,13.10°
cellules vs 0,49.10° + 0,02.10° cellules).

La diminution radio-induite de la prolifération cellulaire a été maintenue jusqu’au jour 14

quelle que soit la dose d’exposition.
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Figure 54 : Effet de lirradiation sur la survie des cellules MG-63. Chaque point représente la
valeur moyenne #+ ES de 3 expérimentations réalisées en triplicate. Les analyses statistiques ont
été réalisées par comparaison avec les cellules non irradiées et les différences significatives sont

représentées pour : * p<0.05 et ** p<0.01.
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2.4.2.2 Production de FL par MG-63 dans le surnageant de culture
Afin de déterminer si la lignée MG-63 était capable de produire du FL soluble, nous avons
quantifié cette protéine par test ELISA dans les surnageants de culture durant 14 jours
apres irradiation (Figure 55). Nous avons mis en évidence une production constitutive de
FL soluble par MG-63 d’environ 10 pg/jour pour 10° cellules. Dés le 7°™ jour apres
Uirradiation, une augmentation dose-dépendante de la production de FL soluble a été
observée quelle que soit la dose. En effet, les quantités de FL soluble mesurées a 2, 5 et
10 Gy sont respectivement de 67,01 + 8,95, 123,19 + 16,94 et de 432,98 + 115,27 pg/106
cellules. La production de FL soluble s’est poursuivie jusqu’au 14°™ jour aprés irradiation
aboutissant a des quantités trés importantes a 5 Gy (826,53 + 148,12 pg/10° cellules) et 10
Gy (951,35 + 178,41 pg/10° cellules). Ces quantités correspondent a des productions

d’environ 59 pg/jour/10° cellules pour une irradiation a 5 Gy et 68 pg/jour/10° cellules

pour une irradiation a 10 Gy, soit respectivement 6 et 7 fois plus qu’a l’état basal.
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Figure 55 : Effet de U’irradiation sur la production de FL soluble par cellules MG-63. Chaque point
représente la valeur moyenne + ES de 3 expérimentations réalisées en triplicate. Les analyses

statistiques ont été réalisées par comparaison avec les cellules non irradiées et les différences

significatives sont représentées pour : * p<0.05 et ** p<0.01.
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Ainsi, nous avons mis en évidence la sécrétion constitutive de FL soluble par la lignée MG-
63 et sa capacité a produire du FL soluble de facon dose-dépendante en réponse a une

irradiation.

2.4.2.3 Etude de la quantité intracellulaire de FL
L’analyse des lysats cellulaires a montré une faible quantité de FL cytoplasmique dans les
cellules MG-63 non irradiées (2,21 + 0,56 pg/ 10° cellules) (Figure 56). Les irradiations a 2
ou 5 Gy n’ont pas modifié cette quantité quel que soit le temps aprés exposition
considéré. En revanche, 'irradiation a 10 Gy a induit une augmentation de la quantité de
FL intra cytoplasmique. Cette modification a été observée tardivement, en effet

I’élévation n’est significative qu’a partir du 10°™ jour apres l’irradiation.
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Figure 56 : Effet de Uirradiation sur la quantité intra cellulaire de FL dans les cellules MG-63.
Chaque point représente la valeur moyenne + ES de 3 expérimentations réalisées en triplicate. Les
analyses statistiques ont été réalisées par comparaison avec les cellules non irradiées et les

différences significatives sont représentées pour : * p<0.05 et ** p<0.01.
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Cette étude menée sur la lignée ostéoblastique humaine MG-63 a mis en évidence que ce
type cellulaire est capable de produire du FL soluble a ’état physiologique et qu’une
irradiation induit une augmentation dose-dépendante de cette production. De plus, nous
avons constaté que la quantité de FL présente dans le cytoplasme n’est pas modifiée par
les irradiations de 2 ou 5 Gy, mais qu’une dose plus forte telle que 10 Gy est apte a induire

une élévation de la concentration cytoplasmique en FL.

2.4.3 Culture de cellules stromales humaines (HS-5)
Nous avons également suivi l'effet de Uirradiation sur la survie cellulaire, la production de
FL soluble et la quantité de FL présent dans le cytoplasme de cellules stromales humaines

HS-5.

2.4.3.1 Effet de ’irradiation sur la survie cellulaire
Comme pour les autres lignées étudiées, nous avons observé une modification radio-induite

de la survie cellulaire (Figure 57).
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Figure 57 : Effet de Uirradiation sur la survie cellulaire des cellules HS5. Chaque point représente
la valeur moyenne + ES de 3 expérimentations réalisées en triplicate. Les analyses statistiques ont
été réalisées par comparaison avec les cellules non irradiées et les différences significatives sont

représentées pour : * p<0.05 et ** p<0.01.
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En effet, une irradiation a 2 Gy diminue significativement la capacité de prolifération des
cellules HS-5. Des irradiations a 5 et 10 Gy induisent une mort cellulaire menant a un
faible nombre de cellules survivantes a J10 (0,733.10° + 0,01. 10° cellules a 5 Gy et

0,480.10° + 0,15. 10°cellules a 10 Gy vs 6,4.10° + 0,81.10° cellules a 0 Gy).

2.4.3.2 Production de FL par HS5 dans les surnageants de cultures

L’étude de la quantité de FL soluble présente dans les surnageants de le lignée HS5 nous a
permis de mettre en évidence que ces cellules sont capables de produire constitutivement
du FL (Figure 58). Cette production est d’environ 10 pg/jour pour 10° cellules.

L’irradiation induit une augmentation dose-dépendante de la quantité de FL présente dans
les surnageants de culture visible & partir du 7°™ jour et qui se poursuit au 10°™ jour pour
toutes les doses d’irradiation. La quantité de FL présent dans les surnageants de cultures
des cellules irradiées a 2, 5 et 10 Gy est respectivement de 159,5 + 18,7 pg/10° cellules,
347,9 + 9,2 pg/10°® cellules et 701,5 + 129,2 pg/10° cellules contre 96,3 + 10,3 pg/10°

cellules pour le témoin non irradié dix jours aprées Uirradiation.
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Figure 58 : Effet de Uirradiation sur la production de FL soluble par les cellules HS5. Chaque point
représente la valeur moyenne + ES de 3 expérimentations réalisées en triplicate. Les analyses

statistiques ont été réalisées par comparaison avec les cellules non irradiées et les différences

significatives sont représentées pour : * p<0.05 et ** p<0.01.
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Ainsi, nous avons mis en évidence que les cellules stromales HS5 produisent
constitutivement du FL soluble et que Uirradiation induit une augmentation dose-

dépendante de cette production.

2.4.3.3 Suivi de la quantité intracellulaire de FL
Le suivi de la quantité de FL intracytoplasmique montre la présence d’un faible stock
intracellulaire (entre 1 et 2 pg/10° cellules) (Figure 59).
L’irradiation semble induire une légere augmentation de la quantité de FL présente dans le
cytoplasme des cellules. Néanmoins, cette élévation n’est significative que pour la dose de
5 Gy a J10 (4,8 + 0,162 pg/10°® cellules vs 1,53 + 0,2 pg/10°® cellules, p=0,024). Pour les
autres temps et les autres doses d’irradiation, les différences ne sont pas significatives en

raison de I’hétérogénéité des valeurs obtenues au cours des dosages.
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Figure 59 : Effet de ’irradiation sur la quantité de FL intracytoplasmique présent dans les cellules
HS5. Chaque point représente la valeur moyenne + ES de 3 expérimentations réalisées en
triplicate. Les analyses statistiques ont été réalisées par comparaison avec les cellules non

irradiées et les différences significatives sont représentées pour : * p<0.05.
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Ainsi, I’étude de la production de FL par la lignée HS5 montre clairement que ces cellules
stromales sont capables de produire du FL constitutivement. D’autre part, nous avons
montré que lirradiation induit une augmentation dose-dépendante de la quantité de FL
soluble relarguée dans les surnageants de culture, bien que nous n’ayons pas observé de

variation majeure de la quantité de FL intracytoplasmique.

Globalement, ’étude menée in vitro a mis en évidence que différents types cellulaires
(cellules stromales, cellules ostéoblastiques et cellules myofibroblastiques) sont capables
de produire du FL, en particulier aprés une irradiation. Néanmoins, la production radio-

induite de FL semble différente en fonction du type cellulaire considéré.
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DISCUSSION

1 Le Flt3-Ligand comme bio-indicateur de la sévérité de |’atteinte
médullaire radio-induite

L’aplasie médullaire radio-induite est liée a la disparition de la majorité des cellules
souches et immatures de la moelle osseuse. Il en résulte un défaut de renouvellement des
différentes populations cellulaires sanguines conduisant a une pancytopénie radio-induite
(Andrews, 1980). Ainsi, U’atteinte hématopoiétique se traduit en périphérie par une
diminution de toutes les populations cellulaires circulantes (lymphocytes, monocytes,
polynucléaires, plaquettes et hématies) (Andrews, 1980; Dutreix et al., 1987). La sévérité
de cette atteinte hématopoiétique dépend de la dose et de ’hétérogénéité d’irradiation.
Selon le degré de sévérité, elle peut conduire a une diminution transitoire des éléments
figurés du sang comme, dans les cas les plus graves, a une pancytopénie profonde et
durable associée a de forts risques hémorragiques et infectieux. De plus, la capacité de
récupération hématopoiétique et le choix du traitement sont également dépendant de la
sévérité de l’atteinte médullaire radio-induite. En effet, le choix d’un traitement de
soutien (par perfusion d’électrolytes, de fluides et/ou transfusion de cellules circulantes et
par antibiothérapie) éventuellement associé a une stimulation de [’hématopoiese (par
injection de cytokines) ne peut étre fait que s’il existe un nombre suffisant de cellules
souches et immatures aptes a la reconstitution hématopoiétique. De méme, une greffe de
moelle osseuse ne doit étre pratiquée que chez les patients présentant une éradication
compléte ou quasi complete de la moelle osseuse afin de limiter les risques de rejet de
greffe ou de réaction du greffon contre I’hote (GVHD). Il est donc capital dans le choix
d’une stratégie thérapeutique d’étre capable d’évaluer I’hématopoiese résiduelle chez le
patient considéré. Ce probleme se pose particulierement dans les cas d’irradiations

accidentelles ou la dose recue par la moelle osseuse est inconnue.
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Une premiere approche consiste donc a évaluer la dose recue par le patient. Cette
estimation est classiquement réalisée en dosimétrie biologique par cytogénétique (AIEA,
1986; AIEA, 2001). Cette technique consiste en U'analyse et le dénombrement
d’aberrations chromosomiques radio-induites portées par les lymphocytes circulants
(Bender et al., 1988). Elle permet donc a partir d’un échantillon sanguin d’estimer une
dose moyenne a ’organisme. Néanmoins, cette technique reste une approche globale qui
ne peut prendre en compte U’hétérogénéité de l’exposition qu’avec ’aide de modeles
mathématiques (Sasaki et Miyata, 1968; Dolphin, 1969). De plus, elle ne donne qu’une
estimation de la dose d’irradiation, et pas de l’atteinte hématopoiétique.

L’évaluation de Uatteinte médullaire peut étre réalisée en suivant la pente des
lymphocytes durant les 48 premiéres heures qui suivent U’exposition (Andrews, 1980).
Comme le représente la figure 60, ce suivi permet d’évaluer la sévérité de ’atteinte selon

4 catégories : atteinte modérée, sévere, tres sévere ou létale.
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Figure 60 : Evolution du nombre absolu de lymphocytes durant les premiéres 48 heures apres
Uirradiation. La pente de la chute permet d’estimer la sévérité des dommages et de classifier les

victimes en 5 catégories. D’aprés Andrews, 1980.

Ces méthodes ont été utilisées apres ’accident d’irradiation de Chernobyl pour classer les
patients en 4 groupes de pronostic sur Uestimation du degré de sévérité de ’atteinte
hématopoiétique a partir de la dose recue estimée par cytogénétique et par pente de
chute des lymphocytes (Silini et Gouskova, 1991). Le premier groupe comprenait les

patients ayant recu des doses correspondant a un syndrome hématopoiétique peu sévere
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(1-2 Gy), le deuxieme groupe correspond a une atteinte médullaire intermédiaire (2-4 Gy),
le troisiéme groupe correspond a une atteinte sévere (4-6 Gy) et le dernier groupe
correspond a une atteinte extrémement sévere (6-16 Gy). Chacune de ces catégories
correspond a un traitement. Ce peut étre un simple suivi associé ou non a un soutien
transfusionnel pour les patients présentant un syndrome hématopoiétique peu sévere ou un
traitement spécifique principalement constitué d’injection de cytokines stimulant la
régénération médullaire pour les patients présentant une atteinte hématopoiétique
intermédiaire. Les patients appartenant aux deux catégories d’atteinte les plus séveres ont
recu un traitement par greffe de moelle osseuse (Baranov et al., 1995; Guskova et al.,
2001).

Il a été possible de définir des modeéles prédictifs définissant le nombre de cellules souches
hématopoiétiques survivant apres irradiation a partir de U’évolution des nombres de
cellules circulant dans le sang (Fliedner et al., 1990; Weinsheimer et al., 1991).
Cependant, ces modeles restent des évaluations indirectes de I’hématopoiese résiduelle.
D’autres études ont été menées afin d’évaluer directement [’hématopoiese résiduelle soit
par quantification du nombre de progéniteurs circulants dans le sang (Thierry et al., 1985)
soit par ’étude du contenu en cellules souches et progéniteurs de la moelle osseuse
(Belkacemi et al., 2003). Néanmoins, ces techniques d’évaluation de [’hématopoiese
résiduelle ne semblent pas satisfaisantes. En effet, la détection des progéniteurs circulants
nécessite 12 jours de culture interdisant une estimation des dommages médullaires radio-
induit précoce aprés l’irradiation. De méme, ’évaluation de ’hématopoiese résiduelle par
la quantification des cellules souches médullaires est rendue incertaine par la rapidité
relative de disparition de cette population cellulaire apres lirradiation (environ 48
heures).

Une autre méthode d’évaluation de la réserve en progéniteurs hématopoiétiques a été
développée dans une étude récente (Grande et Bueren, 2004). Ce travail a mis en évidence

’existence d’une forte corrélation entre le nombre de progéniteurs mobilisables par G-CSF
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apres une ICT et la dose d’irradiation dans 3 lignées de souris génétiquement distinctes. De
plus, une seconde corrélation a été établie entre le nombre de progéniteurs mobilisables
par G-CSF et la réserve de CFU-GM présente dans la moelle osseuse des animaux. L’apport
d’une telle approche est considérable dans la mesure ou elle pourrait permettre de
quantifier directement ’hématopoiese résiduelle apres irradiation. Néanmoins, une durée
de 16 jours étant nécessaire pour l’obtention du nombre de progéniteurs mobilisables, et
bien qu’elle puisse étre réduite a 5 jours par détection par cytométrie de flux des cellules
CD34", cette technique d’évaluation est difficilement utilisable en cas d’irradiation
accidentelle. De plus, le nombre de cas ou elle est applicable reste limité dans la mesure
ou sa validité n’a pas été démontrée pour les irradiations a fortes doses et les irradiations
hétérogenes. Ainsi, quelle que soit la méthode d’évaluation de ’hématopoiese résiduelle,
la notion d’hétérogénéité n’est pas prise en considération.

L’évaluation de U’hétérogénéité d’une irradiation pourrait étre réalisée par le suivi de
parametres biochimiques reflétant U’activité de différents organes. Cependant, malgré la
diversité des parametres étudiés (gamma GT, ASAT, ALAT, urée, créatinine, lactate
deshydrogénase amylase), aucun ne s’est révélé spécifique d’une atteinte radio-induite a
un organe (Donnadieu-Claraz et al., 1999) hormis ’amylase (Barrett et al., 1982; Junglee
et al., 1986; Dubray et al., 1992). En effet, seule cette enzyme montre une augmentation
précoce et dose-dépendante de sa concentration sanguine apres irradiation des glandes
parotides. Ainsi, le suivi de U'amylasémie dans les premiéres heures qui suivent
Uirradiation pourrait donner une notion de l’hétérogénéité de ’irradiation, en particulier
de la dose recue au niveau de la téte et du cou. La combinaison de la cytogénétique pour
Uestimation de la dose, la pente de chute des lymphocytes pour l'estimation des
dommages au systéeme hématopoiétique et des variations de l’amylasémie pourrait donner
une idée de ’atteinte radio-induite et de son hétérogénéité. Plus récemment, [’utilisation
de la citrulline a été décrite comme bio-indicateur de U’atteinte de U’épithélium intestinal

chez ’animal (Lutgens et al., 2003) et chez ’homme (Lutgens et al., 2004). La encore, la
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combinaison avec d’autres bio-indicateurs permettrait de renseigner sur l’étendue des
dommages radio-induits. Cependant, aucun de ces paramétres ne permet d’estimer
directement les dommages a la moelle osseuse.

Il avait été montré que le taux sérique de FL était augmenté dans des aplasies médullaires
spontanées comme ’anémie de Fanconi et l’aplasie médullaire idiopathique (Lyman et al.,
1995b). Une seconde étude a mis en évidence une forte augmentation de la concentration
sérique de FL dans le cas d’aplasie médullaire induite par chimiothérapie. De plus, ce
travail a montré U'existence d’une corrélation négative entre le nombre de progéniteurs
présents la moelle osseuse et le taux sérique de FL (Wodnar-Filipowicz et al., 1996).
L’hypothése a donc été faite que le taux de FL sanguin pourrait étre un bio-indicateur du
statut médullaire.

Chez I’homme, la concentration sérique basale de FL a été initialement évaluée entre 10
et 100 pg/ml de sérum (Lyman et al., 1995b), puis réévaluée a 53 + 35 pg/ml de sérum
(Todd et al., 1997), et a 113 + 24 pg/ml de plasma dans notre étude (Huchet et al., 2003).
Cette derniere valeur est proche de la concentration plasmatique qui avait été mesurée
chez le primate non-humain a 136 + 12 pg/ml au cours de U’étude préliminaire visant a
étudier la possibilité d’utiliser le FL comme bio-indicateur d’atteinte radio-induite (Bertho
et al., 2001). Ce travail avait montré que la concentration plasmatique de FL ne variait pas
en fonction du cycle circadien et qu’elle était similaire chez les males et les femelles.
L’étude que nous avons menée chez ’homme a confirmée que le sexe n’influait pas sur le
taux basal de FL plasmatique (Huchet et al., 2003). De plus, elle a mis en évidence qu’il
n’était pas modifié par I’age du patient.

Les différentes études que nous avons menées, chez ’homme (Huchet et al., 2003) et chez
la souris (Prat et al., 2005) ont permis de mettre en évidence que l'irradiation induit une
augmentation précoce de la concentration plasmatique de FL conformément a ce qui avait
été démontré chez le primate non-humain (Bertho et al., 2001). De plus ces différents

travaux montrent que cette augmentation de la concentration plasmatique de FL existe
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aussi bien aprés des irradiations homogenes (Prat et al., 2005) qu’aprés des irradiations
hétérogenes (Huchet et al., 2003). Enfin, nous avons pu mettre en évidence dans un
modeéle murin que [’augmentation précoce de la concentration plasmatique de FL est dose-
dépendante et d’autant plus importante que la fraction de moelle osseuse irradiée est
grande. Le taux plasmatique de FL a montré une évolution inverse a celle des leucocytes,
des plaquettes et des nombres de progéniteurs survivants dans les territoires médullaires
irradiés. Notons que nous avons également observé une diminution du nombre de
progéniteurs dans les zones non irradiées. Cette diminution est d’autant plus faible que la
fraction de moelle osseuse protégée est petite et suggere une délocalisation de certains
progéniteurs de la zone protégée vers la zone irradiée. Quoi, qu’il en soit, a l’échelle de
’animal, le nombre de CFC médullaires totales a montré une diminution précoce
conduisant a une aplasie dont la profondeur augmente avec la fraction de moelle osseuse
exposée. Il nous a donc été possible de mettre en évidence l'existence d’une forte
corrélation entre le nombre total de CFC survivantes chez les animaux et le taux
plasmatique de FL quelles que soient la dose et la configuration de lirradiation. Ceci
démontre que le suivi du FL plasmatique est un bio-indicateur du statut fonctionnel global
de la moelle osseuse aprés une irradiation hétérogene chez la souris. Afin de définir si le
suivi précoce du taux de FL plasmatique pouvait nous renseigner de facon prédictive sur
l’atteinte médullaire radio-induite, nous avons corrélé son taux au 3™ jour apres
irradiation avec le nombre moyen total de CFC par animal, la durée moyenne de la
leucopénie, la durée moyenne de la thrombopénie et la durée moyenne de l’aplasie
médullaire. Nous avons pu montrer qu’il existe de fortes corrélations entre le taux de FL
au jour 3 et ces différents parametres, suggérant ainsi que son suivi pourrait permettre de
mieux évaluer ’atteinte hématopoiétique dans le cas d’irradiations hétérogenes. De plus,
nous avons pu construire des régressions linéaires permettant de prédire le nombre de CFC
présentes dans la moelle osseuse au jour 3 et les durées de leucopénie et de thrombopénie
3éme

a partir du taux plasmatique de FL dosé au jour aprés Uirradiation. Une régression
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linéaire permettant de prédire la durée de U’aplasie médullaire a également pu étre
construite, néanmoins, le nombre de cas ou cette équation s’applique est faible et sa
fiabilité n’est que de 57%. La raison majeure de cette imprécision est sans doute liée au
fait que pour les animaux irradiés en champ large ou a forte dose, la récupération
hématopoiétique n’était pas compléte a la fin de notre étude. De plus, il n’est pas possible
d’intégrer les animaux décédés a la suite de lirradiation. Nous avons donc fait une
approximation de la durée de ’aplasie pour construire la régression linéaire. Cette
imprécision de la durée d’aplasie se répercute donc obligatoirement sur la fiabilité de
I’équation et pourrait étre éventuellement corrigée par une extension de |’étude dans le
temps.

Les résultats de ’étude chez le primate non-humain (Bertho et al., 2001) avaient montré
d’une part, une augmentation dose-dépendante du taux plasmatique de FL aprés
irradiation et d’autre part qu’il pouvait étre corrélé a la durée d’aplasie des neutrophiles,
au nombre de neutrophiles au nadir et aux périodes de latence des neutrophiles et des
plaquettes. Néanmoins, cette étude restait indirecte dans la mesure ou les parametres
sanguins ne sont que le reflet de l’activité médullaire. Notre étude dans le modele murin a
permis d’étudier directement la relation existant entre le taux plasmatique de FL et
’hématopoiése résiduelle grace au suivi des progéniteurs hématopoiétiques. En outre, elle
a montré que le FL est un reflet périphérique du statut médullaire global et que son
dosage permet de prédire différents parametres de la sévérité de ’atteinte médullaire
(nombre de progéniteurs survivants au jour 3 dans l’ensemble de la moelle osseuse, durée
de leucopénie et durée de thrombopénie). Ainsi, les résultats ont permis de valider, dans
un modeéle murin, Uutilisation du FL comme bio-indicateur de ’atteinte médullaire radio-
induite en situation d’irradiation homogene comme en situation d’irradiation hétérogéne.
Afin d’étudier si le FL pouvait également étre utilisé comme bio-indicateur de ’atteinte
médullaire globale chez ’homme, nous avons suivi des patients traités par irradiation

localisée (Huchet et al., 2003). Pour chaque patient, nous avons déterminé le volume
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médullaire irradié et la dose cumulée d’irradiation. De plus, nous avons suivi la NFS et la
concentration plasmatique de FL. Comme cela avait été observé dans les études
précédentes (Bertho et al., 2001), le taux plasmatique de FL montre une évolution inverse
aux nombres de leucocytes et de plaquettes. De plus, une corrélation inverse a été mise en
évidence entre ces parametres sanguins et la concentration plasmatique de FL durant la
radiothérapie, suggérant que le FL puisse étre bio-indicateur de l’atteinte médullaire
radio-induite chez I’lhomme. Cette étude a également mis en évidence ’existence d’une
corrélation entre le taux plasmatique de FL et a la fois le volume médullaire irradié et la
dose cumulée d’irradiation. Ce dernier résultat confirme donc chez ’homme que le FL est
le reflet périphérique direct de ’atteinte médullaire radio-induite et qu’il est donc
capable de nous renseigner précocement sur ’hématopoiese résiduelle chez un patient
irradié.

Les résultats des différentes études réalisées chez la souris, le primate non-humain et
’homme montrent clairement que le suivi de la concentration plasmatique de FL peut étre
utilisé comme bio-indicateur pronostic de ’atteinte médullaire radio-induite en situation
d’irradiation homogene comme hétérogene. De plus, le dosage du FL répond aux exigences
d’un bon bio-indicateur utilisable en cas d’irradiations accidentelles (Greenstock et
Trivedi, 1994; Brooks, 1999). En effet, le dosage du FL est réalisé dans un fluide biologique
simple a prélever : le sang. De plus, le volume d’échantillon nécessaire au dosage est
faible (1 ml). La technique de mesure de la concentration de FL plasmatique (test ELISA)
est simple, fiable, reproductible, et facilement automatisable. De plus, les résultats sont
obtenus en quelques heures, donnant a ce dosage un avantage non négligeable sur les
techniques classiques qui demandent plusieurs jours. La seconde condition que doit
remplir un bon bio-indicateur est qu’il dépendant de la dose et de ’exposition (Brooks,
1999). Or nous avons vu que le FL remplit parfaitement cette condition puisqu’il augmente
de facon dose-dépendante apres irradiation (Bertho et al., 2001; Prat et al., 2005) et que

ces augmentations sont corrélées au volume médullaire irradié (Huchet et al., 2003). De
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plus, le taux basal de FL est bas et ne varie ni en fonction de l’age, ni en fonction du sexe
que ce soit chez le primate non-humain (Bertho et al., 2001) ou chez ’homme (Huchet et
al., 2003). Ainsi, le rapport signal/bruit de fond est trés élevé permettant une
interprétation facilitée des résultats. Enfin, les seules pathologies pouvant modifier le taux
basal de FL sont les aplasies médullaires spontanées telles que |’anémie de Fanconi
(Wodnar-Filipowicz et al., 1996) et l’aplasie médullaire idiopathique (Lyman et al.,
1995b). Ainsi, la présence d’une autre pathologie chez un irradié accidentel ne modifiera
pas le résultat du dosage du FL plasmatique ; il en serait de méme pour un traitement par
cytokine incluant du FL. Cette protéine est donc un bio-indicateur spécifique de ’atteinte
médullaire radio-induite, en situation d’irradiation homogene comme hétérogene : son
dosage est capable de nous renseigner de facon fiable sur le statut médullaire global et sur
la capacité de récupération hématopoiétique d’un patient.

Cette notion de bio-indicateur spécifique de l’atteinte hématopoiétique a été reconnue
puisque lors de la conférence de consensus sur le traitement des victimes d’irradiation
accidentelle (Jouet et al., 2003), les experts ont, sur la base de ces travaux, intégré le
dosage du FL au bilan biologique a réaliser dans les 48 premiéres heures aprés une
irradiation accidentelle. Néanmoins, utilisation de ce bio-indicateur dans les protocoles
de diagnostic et de classification des irradiations accidentelles serait facilitée par la
construction d’un modele mathématique applicable systématiquement qui évaluerait le
nombre de progéniteurs survivants a partir du dosage du FL plasmatique. Ainsi, un modeéle
mathématique proche de celui qui avait été défini pour évaluer la diminution du pool de
cellules souches médullaire apres une irradiation homogene a partir des variations des
granulocytes sanguins pourrait étre utilisé (Fliedner et al., 1996).

Cependant, dans le cas d’irradiations accidentelles, les dommages radio-induits ne se
limitent pas a la moelle osseuse. D’autres organes ou tissus sont souvent fortement
altérés. C’est pourquoi la prise en charge d’un irradié accidentel doit tenir compte de tous

les signes cliniques.
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Figure 61 : Diagramme de prise en charge des irradiés accidentels.



La figure 61 représente le diagramme de la prise en charge d’un irradié accidentel dans les

premiéeres 24 heures. La classification est basée sur 2 points : les signes cliniques des 24

premieres heures qui permettent une premiere estimation de la l’atteinte radio-induite et

la chute des lymphocytes circulants qui confirme sa sévérité.

Néanmoins, la classification des patients est rarement aussi aisée, c’est pourquoi

’addition du dosage du FL plasmatique permettrait d’améliorer la discrimination des

patients en terme d’atteinte hématopoiétique dans les 72 premiéres heures.

Suivi de l'irradie accidentel
apres les 24 premiéeres heures

p Grade | : Surveillance )

Indications et modalités
de la greffe de cellules souches
héematopoietiques [CSH])

Surveillance clinique et hémogramme, en ambulatoire,
- quotidien pendant 6 jours,
- puis 1 fois par semaine pendant 2 mois.

* L'irradiation accidentelle est généralement hétérogéne.
Certains territoires médullaires épargnés peuvent &tre a
I'origine d'une récupération hématopoiétique endogéne.

+ Le traitement de fond repose donc sur les cytokines en
milieu hématologique oncologigue.
- Poursuite Epo + G-CSF jusqu’a la sortie d'aplasie.
- Si aplasie sévére — lit protégé.
- Si aplasie sévére prolongée jusqu’'a J21, discussion
d'une greffe de cellules souches hématopoiétiques
(CSH) sur des critéres précis (ci-contre) qui tiennent
compte des particularités de I'irradiation accidentelle.

+ Traitement symptomatique de I'atteinte gastro-intestinale.

Grade Il : Palliatif

= Traitement symptomatique.

* Ré-évaluation durant la premigére semaine sur les signes
| cliniques révélateurs de lésions irréversibles (neurologiques
| et/ou digestives et/ou pulmonaires) ou défaillance multiviscérale.

N.B. Les brilures radiologiques graves ont une évolution
torpide particuliére.
Leur traitement nécessite une consultation spécialisée.

SFEM Gt T:.;E;\ IRSH

rsambuie Y

* La greffe de CSH, pratiquée dans le but d'une prise a long
terme, peut cependant aboutir & une prise transitoire avec
récupération autologue.

* Pour ne pas décapiter une reprise endogéne et parce que ce
type de patient y est particulisrement sensible, il est capital
d'éviter une GVH (orage cytokinigue inflammatoire).

» L'atteinte radiologique n'est pas exclusivement hémato-
logique. Elle est polyviscérale et doit étre précisément
évaluée avant décision thérapeutique.

- Critéeres d’inclusion -

+ Aplasie médullaire sévére persistante a J21.

« Non détection d'une hématopoiése résiduelle
(myélogrammes et biopsies ostéo-médullaires).

+ Absence de signe clinique d'atteinte digestive et/ou
pulmonaire irréversible. :
+ Dosimétrie biologique et/ou physique indiquant une dose

moyenne au corps entier de 10 grays (Gy) avec un gradient
de7a12 Gy

* Type de greffon :
- Moelle osseuse.
- CSH du sang périphérique T-déplété (sélection CD34).
- Sang placentaire.
+ Donneur, par ordre de préférence :
- Un donneur syngénique au rang 1.
- Un donneur géno-identique de la fratrie au rang 2.
- Un donneur phéno-identique non apparenté au rang 3.

= Quantité de cellules a greffer :
2x10° cellules CD34.kg" minimum.

Conditionnement et prévention GVH

+ Conditionnement non myéloablatif :

- Fludarabine (30 mg.m*|' pendant 3 jours) ou S.A.L
en tenant compte des toxicités respectives et de I'état
clinique du patient.

= Prévention de la GVH :
- le Méthotraxate est contre-indiqué.

Figure 62 : Diagramme de suivi des irradiés accidentels aprés les premieres 24 heures.
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Pour les patients présentant une atteinte de grade 2 comme de grade 3, le traitement du
syndrome hématopoiétique est réalisé par des injections de cytokines (G-CSF + Epo)
(Figure 61). La procédure actuelle n’envisage la greffe de moelle osseuse qu’apres une
aplasie sévéere et prolongée jusqu’a J21 apres irradiation (Figure 62).

Or, le FL permettrait de prédire si le traitement G-CSF + Epo peut conduire a une sortie
d’aplasie ou si le patient présente une atteinte hématopoiétique plus séveére nécessitant
une greffe de moelle osseuse. Sur ce point, ce nouveau bio-indicateur pourrait se révéler
capital en raison du temps gagné. En effet, grace a son dosage, la greffe de moelle osseuse
pourrait étre envisagée précocement, ce qui permettrait de disposer de plus de temps
pour la recherche d’un donneur compatible, augmentant ainsi les chances de prise de

greffe.

2 Mécanismes de régulation du FL : régulation par un équilibre entre

production et consommation ?

L’utilisation du FL comme bio-indicateur en clinique humaine nécessite une meilleure
compréhension des mécanismes de régulation de la concentration plasmatique de cette
cytokine. L’hypothese initiale était que le taux plasmatique de FL résultait d’un équilibre
entre la production de la protéine et sa consommation par les cellules porteuses du
récepteur Flt3 (Fichelson, 1998). Cette hypothese est en accord avec la production
ubiquitaire de la protéine dans ’organisme (Lyman et al., 1993a; Hannum et al., 1994;
Hunte et al., 1996; Lisovsky et al., 1996a; McClanahan et al., 1996), avec |’expression
restreinte du récepteur par les progéniteurs myéloides (Matthews et al., 1991; Lyman et
al., 1993b; Rosnet et al., 1993) et lymphoides (Hunte et al., 1996; Ray et al., 1996;
Bertho et al., 2000) et avec |’augmentation de la concentration plasmatique de FL dans les
situations d’aplasies acquises (Lyman et al., 1995b) ou induites (Wodnar-Filipowicz et al.,

1996).
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Afin de tester U’hypothése d’une régulation par un équilibre entre production et
consommation de la protéine, nous avons réalisé une mobilisation par G-CSF chez le
primate non-humain. Une telle mobilisation a pour effet de délocaliser les progéniteurs
hématopoiétiques dans la circulation générale et de stimuler la moelle osseuse (Goldman,
1995). Ainsi, nous avons augmenté artificiellement le nombre de cellules consommatrices
de FL. Certains travaux avaient suggéré que la concentration plasmatique de FL avant
mobilisation pouvait étre prédictive du nombre de CD34" mobilisable (Gazitt et Liu, 2000;
Haidar et al., 2002). Nous avons donc corrélé le taux plasmatique moyen de FL avec d’une
part le nombre de CD34" mobilisé dans le sang au jour 5, et d’autre part avec le nombre
total de CD34" mobilisés entre les jours 3 et 6. Cette analyse confirme clairement que le
taux plasmatique de FL mesuré pendant la période témoin est un excellent indicateur
prédictif de la capacité de mobilisation d’un individu. Ceci présente un intérét majeur
pour la clinique humaine. En effet, le dosage du FL avant la mobilisation pourrait
permettre de définir le nombre de cycles de mobilisation nécessaires a ’obtention d’un
nombre suffisant de cellules CD34" en vue d’une greffe de cellules souches périphériques.

Cette étude a également montré que des le premier jour aprées le début de la mobilisation,
le nombre de progéniteurs présents dans la moelle osseuse est augmenté. Cette élévation
atteint son maximum a J5. Parallélement, nous avons suivi le taux plasmatique de FL.
Etonnamment ce parametre est invariant pendant les 5 premiers jours. Ainsi, une forte
augmentation du nombre de cellules consommatrices de FL n’induit pas de diminution de
sa concentration plasmatique. La poursuite du suivi du taux plasmatique de FL apres la
mobilisation montre méme une augmentation qui débute au jour 5 et qui se poursuit
jusqu’au jour 12. Puis le taux de FL plasmatique est normalisé au jour 15, qui correspond
au retour a un nombre de progéniteurs médullaires physiologique. Ce résultat est en
accord avec ce qui avait été décrit chez les patients mobilisés en vue d’une leucaphérese
(Dettke et al., 2001). En effet, une augmentation plasmatique de la concentration de FL

avait été observée au jour 5 post-mobilisation et le taux de FL s’était normalisé tres
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rapidement apres la leucaphérése. Ceci pourrait indiquer que la diminution du nombre de
cellules mobilisées est capable de conduire a une normalisation du FL. Globalement, les
résultats de cette étude n’ont pas permis de confirmer ’hypothése d’une régulation par
équilibre entre production et consommation. De plus, ils suggérent fortement l’existence
d’un mécanisme plus complexe capable d’induire et d’augmenter la production de FL en
lien trés strict avec l’activité médullaire. Dans ce cadre, U’implication des lymphocytes T
décrits comme pouvant intervenir dans ’augmentation plasmatique de FL (Chklovskaia et
al., 1999) ne semble pas essentielle. Afin de mieux définir le role de ces cellules dans la
régulation du taux plasmatique de FL, nous avons comparé les variations de concentration
plasmatique de FL radio-induite chez deux souches de souris : la lignée BALB/c et la lignée
NOD/SCID dépourvue de cellules lymphoides.

Les résultats de cette étude ont montré qu’il existe une augmentation dose-dépendante de
la concentration plasmatique de FL chez les souris BALB/c comme chez les souris
NOD/SCID en dépit de leur déficit en cellules lymphoides. Chez les deux souches de souris,
l’évolution de la concentration plasmatique de FL est inversement corrélée aux variations
des nombres de leucocytes, de plaquettes et de CFC médullaires. Ce résultat démontre
d’une part, que le FL est bio-indicateur de l’atteinte hématopoiétique quel que soit le
patrimoine génétique des souris et d’autre part, que les cellules lymphoides ne sont pas
indispensables a l’augmentation plasmatique de FL aprés irradiation chez la souris. Une
étude clinique a permis de confirmer, chez ’homme, que les lymphocytes T n’étaient pas
les régulateurs majoritaires de |’augmentation plasmatique initiale de FL aprés un
traitement aplasiant. En effet, ’augmentation initiale de la concentration plasmatique de
FL est similaire chez les patients traités par sérum anti-lymphocytaire et chez les patients
traités par radiothérapie et/ou chimiothérapie. Néanmoins, il existe une différence
notable entre U’évolution du taux plasmatique de FL chez la souris et chez ’homme. En
effet, seul dans le modéle murin, une seconde augmentation de FL plasmatique a pu étre

observée. Ce second pic de FL se produit entre J14 et J21 aprés irradiation et a été
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observé chez les souris BALB/c comme chez les souris NOD/SCID. Il n’est donc pas induit
par les cellules lymphoides. Ainsi, les variations de la concentration plasmatique de FL,
qu’elles soient précoces ou tardives, semblent dépendantes d’une autre population
cellulaire, aussi bien chez la souris que chez ’homme.

Afin de vérifier quels organes ou cellules pouvaient étre impliqués dans la régulation du FL
apres irradiation, nous avons quantifié ’expression de UARNm du FL et la protéine dans
différents organes des deux lignées de souris. En accord avec la littérature (Lyman et al.,
1993a; Hannum et al., 1994; Hunte et al., 1996; McClanahan et al., 1996), les résultats ont
montré que UARNm du FL est présent dans tous les organes testés. Bien qu’aprées
irradiation, le profil d’expression de ARNm du FL soit différent chez les deux lignées de
souris, la quantité de protéine dosée dans les organes est quasi-identique. L’irradiation
induit donc une diminution de la quantité de FL présente dans la moelle osseuse, et une
augmentation de sa quantité dans la rate, le thymus, et les leucocytes. Les analyses
phénotypiques confirmant l’absence de cellules lymphoides chez les souris NOD/SCID, nous
avons ainsi démontré que les lymphocytes T ne sont pas les régulateurs majoritaires de la
concentration plasmatique de FL apres irradiation comme cela avait été suggéré
précédemment (Chklovskaia et al., 1999). De plus, d’autres cellules largement distribuées
dans ’organisme semblent impliquées dans cette régulation. Il n’est pas impossible que les
cellules endothéliales ou les fibroblastes de moelle osseuse, décrits comme capables de
produire du FL (Lisovsky et al., 1996a; Solanilla et al., 2000b), prennent part a la
régulation du FL plasmatique. Des marquages immuno-histochimiques ont été réalisés, afin
de localiser les cellules productrices dans la moelle osseuse, la rate et le thymus de souris
BALB/c. Avant irradiation, dans les trois organes, nous avons observé deux types de
marquage. D’une part un marquage diffus, qui pourrait correspondre a une localisation du
FL sur la matrice extra-cellulaire comme cela a été décrit pour d’autres cytokines
(Allouche, 1995). D’autre part, nous avons observé un marquage en foyers au sein desquels

certaines cellules apparaissaient fortement marquées. Ces cellules ont une morphologie de
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cellules stromales, particulierement dans le thymus. Apres irradiation, le nombre de foyers
dans la moelle osseuse semble diminué. A Uinverse, dans la rate et le thymus, nous avons
observé un nombre accru de foyers ainsi qu’une coloration générale plus importante de
’organe. Les résultats de ces marquages sont en parfaite adéquation avec ceux obtenus
par dosages protéiques. De plus, les cellules stromales présentent une radio-résistance
relativement importante (Hendry et Feng-Tong, 1995), ce qui pourrait expliquer
’augmentation dose-dépendante de la concentration plasmatique de FL jusqu’a 6 Gy et la
diminution de la taille du pic de FL au-dela de cette dose d’irradiation chez la souris.

Ces résultats suggeérent la capacité des cellules stromales a produire du FL apres
irradiation. Néanmoins, ils ne donnent pas d’indication précise sur la nature du mécanisme
qui conduit a une augmentation trés importante de la concentration plasmatique de FL (10
a 30 fois) apres irradiation. Cependant, la moelle osseuse est un organe hiérarchique qui
produit un nombre considérable de cellules de différentes natures a partir d’une petite
population de progéniteurs. Il est donc parfaitement concevable, qu’en réponse a une
perte cellulaire radio-induite, les cellules stromales du micro-environnement médullaire,
de la rate et du thymus soient capables de produire une élévation générale du FL. En
effet, les cellules stromales sont reliées entre-elles par de nombreuses jonctions GAP qui
permettent en particulier une harmonisation de la régulation hématopoiétique par les
cellules stromales (Montecino-Rodriguez et Dorshkind, 2001). De plus, il a été montré in
vitro que ces jonctions GAP étaient relativement résistantes a l’irradiation (Umezawa et
al., 1990) et in vivo que leur nombre est augmenté dans la zone frontiere entre
’endosteum et la moelle osseuse aprés une irradiation ou un traitement aplasiant
(Rosendaal et al., 1994). Une étude récente a également mis en évidence que
’augmentation du nombre de jonctions GAP était corrélée a une augmentation des
communications inter cellulaires apres irradiation (Azzam et al., 2003). Enfin, il a été
démontré que les jonctions GAP étaient capitales pour la récupération hématopoiétique

aprés des traitements cytoablatifs (Montecino-Rodriguez et Dorshkind, 2001) et que leur
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nombre diminuait apres cette récupération hématopoiétique (Rosendaal et al., 1994).
Ainsi, les cellules stromales médullaires comme thymiques sont capables de former un
syncytium fonctionnel en situation d’agression physiologique qui pourrait répondre a une
irradiation, entre autres, par une production massive de FL. Cette hypothese de réponse
globale du stroma médullaire suggere que le FL pourrait étre une molécule clef dans la
régulation homéostasique de ’hématopoiése. Une telle hypothese avait été formulée pour
UIL-7 dont le taux circulant est fortement augmenté en association avec une déplétion en
lymphocytes T (Fry et al., 2001) et a été confirmée plus récemment (Lenz et al., 2004).
Ainsi, ’augmentation systémique de FL pourrait étre la résultante de la réponse globale du
stroma a des événements ou des stimuli locaux.

Au niveau local, cette production de FL pourrait étre initiée par un mécanisme indirect
(via des facteurs solubles) ou direct (par contact inter cellulaire) similaire a celui décrit
pour les cellules endothéliales (Solanilla et al., 2000a). Un tel modéle de régulation a été
décrit pour UIL-7 lors de la lymphopénie (Fry et Mackall, 2001). Il est possible par analogie
de construire une hypothése de régulation de la production du FL par les cellules
stromales. Un tel modele consiste en une boucle de régulation selon laquelle les cellules
souches hématopoiétiques et immatures produiraient un facteur soluble et/ou
membranaire inhibiteur ou régulateur de la production de FL par les cellules stromales.
Comme dans le cas de UIL-7 (Fry et Mackall, 2001), cette molécule pourrait étre le TGFB.
Elle est produite par de nombreux types cellulaires parmi lesquels les progéniteurs
hématopoiétiques (Ploemacher et al., 1993). En outre, elle est capable d’inhiber la
prolifération des progéniteurs hématopoiétiques malgré une stimulation par le FL
(Jacobsen et al., 1996).

Dans un tel systeme, la diminution radio-induite du nombre de progéniteurs présents au
contact des cellules stromales induirait une diminution ou une perte du régulateur négatif
et donc une levée de linhibition de la production de FL. Les cellules stromales

produiraient alors une grande quantité de FL qui aurait pour effet d’augmenter [’adhésion
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des cellules immatures survivantes au stroma par activation de béta-1-intégrine tels que
VLA-4 (very late antigen-4) et VLA-5 comme cela a été décrit pour les cellules
endothéliales (Solanilla et al., 2003). Ainsi, les progéniteurs seraient soumis directement
aux régulations du micro-environnement. Le FL pourrait également inhiber ’apoptose des
progéniteurs (Drouet et al., 1999; Majka et al., 2001), empécher leur maturation et
maintenir leur clonogénicité afin de restaurer le pool de cellules immatures (Solanilla et
al., 2000b).

Peu de facteurs solubles sont connus pour stimuler la production de FL. Néanmoins, il a été
décrit que UIL-1a était capable d’induire une augmentation la quantité de FL présent dans
les cellules stromales de moelle osseuse (Lisovsky et al., 1996a). De méme, le couple IL-
6/IL-6 récepteur soluble et a un moindre niveau U’'IL-6 seule sont capables d’augmenter la
production de FL dans des fibroblastes (Peters et al., 2001). Enfin, le TNFa a été décrit
comme capable d’augmenter ’ARNm codant le FL dans des lignées de cellules stromales
(Dormady et al., 2001). Par ailleurs, une étude réalisée in vitro sur une coculture de
cellules CD34" et de cellules endothéliales a montré que le TGF-B, UIFN-a et le MIP1-a
pourraient également stimuler la production de FL (Solanilla et al., 2000b).

Il a été décrit que 'irradiation induit des augmentations de concentration plasmatique de
différentes cytokines, parmi lesquelles on trouve U’IL-6 (Herodin et al., 1992; Van der
Meeren et al., 2001). Il est donc envisageable que ce taux élevé de cytokine circulante
induise une production de FL par les cellules stromales. De plus, U'irradiation augmente la
production de nombreuses cytokines par les cellules stromales elles-méme. En particulier,
il a été montré in vitro que les cellules endothéliales de moelle osseuse sont capables de
produire de U'IL-1a , de UIL-6 et du MIP-1a (Gaugler et al., 1998). De plus, une élévation
des ARNm codant pour UIL-1a, UIL-6 et le TNFa a été décrite dans le tissu
hématopoiétique apreés irradiation in vivo (Chang et al., 1997). Une régulation paracrine,
voire autocrine selon laquelle une élévation tres localisée de certaines cytokines induirait

une augmentation de la production de FL peut donc étre envisagée également (Figure 63).
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Figure 63 : Schéma récapitulatif des hypotheses de régulations du FL.

Bien que différents mécanismes semblaient capables d’induire une production de FL par
les cellules stromales, nous avons d’abord cherché a confirmer leur aptitude a produire du
FL en réponse a une irradiation. Parmi ces cellules, on trouve des fibroblastes, des
adipocytes, et des ostéoblastes qui dérivent tous de cellules souches mésenchymateuses
(Pittenger et al., 1999). Nous avons donc étudié différentes lignées cellulaires : une lignée
stromale fibroblastique humaine (HS-5) (Roecklein et Torok-Storb, 1995), une lignée pré-
adipocytaire murine (MS-5) toutes deux capables de soutenir ’hématopoiese, et une lignée
ostéoblastique humaine (MG-63). Cette étude a mis en évidence que le FL est présent dans
les lysats cellulaires et dans les surnageants de cultures des trois lignées cellulaires
indiquant que les cellules produisent constitutivement du FL, mais aussi qu’elles sont
capables de le relarguer dans le milieu. L’irradiation induit une augmentation du relargage

de FL par les cellules MS-5, MG-63 et HS-5. Cette augmentation semble intervenir
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tardivement en réponse a lirradiation. Néanmoins, il n’est pas impossible que
’augmentation intervienne dans les premiéres heures qui suivent ’irradiation mais qu’elle
ne soit détectable que bien apres en raison du seuil de détection de notre méthode de
dosage. Quoi qu’il en soit, la réponse a Uirradiation n’est pas identique pour les 3 lignées
cellulaires. En effet, ’augmentation de la quantité de FL dans le milieu de culture
n’intervient qu’aprés une irradiation a forte dose pour la lignée MS-5 tandis qu’elle est
dose-dépendante pour la lignée MG-63. De plus, chez MS-5, ’amplitude de |’augmentation
est beaucoup plus faible que chez MG-63 et HS-5, suggérant une régulation de la
production de FL différente chez ces lignées. Néanmoins, quelle que soit la lignée
considérée, l'origine du FL présent dans les surnageants de culture peut étre de deux
types. En effet, il peut étre issu, d’une part, d’une lyse de la forme membranaire de la
protéine, comme cela a été décrit pour les lymphocytes T (Chklovskaia et al., 1999), et
d’autre part, d’un relagage a partir du stock intracytoplasmique. C’est pourquoi, nous
avons suivi la quantité de FL intracytoplasmique dans ces trois lignées. Cette étude a
montré que la concentration intracellulaire de FL ne varie pas apres irradiation chez MS-5
quelle que soit la dose. Chez MG-63, bien que les irradiations a 2 et 5 Gy ne provoquent
pas de variation de la quantité de FL intracytoplasmique, une irradiation a 10 Gy induit
une augmentation cette quantité. De méme, nous avons observé une concentration de FL
plus importante dans les lysats cellulaires de HS-5 apres une irradiation a 10 Gy. Il est
remarquable qu’en aucun cas, nous n’ayons pu observer une vidange du stock
intracytoplasmique. Cependant, un relagage a partir de ce stock immédiatement compensé
par une néosynthése de la protéine n’est pas a exclure. Quoi qu’il en soit, le suivi de la
quantité intracytoplasmique de FL semblent confirmer que la capacité de réponse a
Uirradiation, en terme de production de FL, est moindre pour la lignée MS-5
comparativement aux lignées MG-63 et HS-5.

Afin de vérifier que les faibles variations de FL observées chez MS-5 étaient bien liées a la

qualité du stimulus et non a la capacité intrinseque de la lignée a produire du FL, nous

143



avons cultivé les cellules en présence de TNFa, décrit comme étant capable de stimuler la
production de FL (Dormady et al., 2001). Les résultats ont montré que la quantité de FL
dans le surnageant de culture est tres augmentée par le TNFa, en association a une forte
diminution de la quantité de FL intra-cytoplasmique, suggérant un relargage massif du
stock intra-cellulaire non compensé par une néosynthése de la protéine. Cette étude
permet d’une part de confirmer U’aptitude de la lignée MS-5 a produire du FL. D’autre
part, elle a mis en évidence que le mécanisme de relargage du FL est différent selon le
stimulus (irradiation ou TNFa) ou la lignée considérée.

Ainsi, ’étude réalisée in vitro a clairement confirmé la capacité de différentes cellules
stromales a produire constitutivement du FL comme cela avait été décrit précédemment
(Lisovsky et al., 1996a). De plus, nous avons mis en évidence que des cellules stromales de
différentes natures pouvaient répondre a une irradiation par augmentation du relargage de
FL dans le milieu environnant. Bien que ceci reste a vérifier sur des cultures primaires de
cellules stromales médullaires, ce point présente un intérét tout particulier, dans la
mesure ou les types cellulaires que nous avons testés sont tous étroitement impliqués dans
la régulation de U’hématopoiese. En effet, les fibroblastes (Charbord, 1992) et plus
récemment les ostéoblastes (Calvi et al., 2003; Zhang et al., 2003) ont été décrits comme
étant des acteurs majoritaires des niches hématopoiétiques, concept initialement proposé
par Schofield (Schofield, 1978) pour expliquer la dépendance des cellules souches a leur
micro-environnement. Ainsi, il a été montré que les cellules stromales étaient capables
d’influer sur les cellules souches hématopoiétiques via des cytokines ou des molécules
d’adhésions (Charbord, 1992). En outre, il a été suggéré que le micro-environnement
médullaire participait a I’équilibre entre ’auto-renouvellement et la différenciation des
cellules souches hématopoiétiques via une conjonction de différents signaux existant au
sein de la niche hématopoiétique (Hackney et al., 2002). Récemment, il a été établi que le
micro-environnement médullaire régule a la fois l’auto-renouvellement des cellules

souches via une voie de signalisation Wnt/(3-catenine (Reya et al., 2003) et leur quiescence
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via la voie Angiopoietine/Tie2 (Arai et al., 2004). Néanmoins, il joue également un réle
important dans la différenciation des cellules. Ainsi, il a été montré récemment
Uimplication de cellules stromales dans la lymphopoiése B (Tokoyoda et al., 2004). En
outre, ce travail propose un modeéle de différenciation impliquant plusieurs types de niches
hématopoiétiques. Ainsi, les précurseurs les plus précoces de la lymphopoiése B seraient
en contact avec des cellules stromales exprimant le CXCL12 qui formeraient une premiére
niche ayant pour vocation de les emprisonner et de permettre leur surivie. Les précurseurs
quitteraient les cellules exprimant le CXCL12, migreraient a travers le mésenchyme pour
atteindre des cellules exprimant de U'IL-7. Ces cellules formeraient un second type de
niche qui induirait une expansion des précurseurs (Tokoyoda et al., 2004).

Un tel modéle parait tres intéressant pour une analogie avec le FL. En effet, il est
parfaitement concevable que les cellules souches hématopoiétiques se trouvent dans une
niche « dédiée a l’auto-renouvellement ». Certaines cellules souches quitteraient alors ce
compartiment et migreraient par attraction via le SDF-1 (Aiuti et al., 1997) vers des
cellules exprimant le FL qui formeraient une seconde niche capable d’induire I’expansion
et la différenciation de ces progéniteurs. Cette hypothese est particulierement bien
confortée par le fait que chez la souris, seules les cellules souches hématopoiétiques Lin
Sca1’c-Kit'Flt3" sont capables de conduire a une restauration de toutes les lignées
(Adolfsson et al., 2001) : elles constitueraient les cellules présentes dans la niche d’auto-
renouvellement. De plus, il a été montré que l’augmentation de !’expression du récepteur
du FL (Flt3) par les cellules Lin'Scat’c-Kit" est associée a une perte de leur capacité
d’auto-renouvellement et de reconstitution myéloide a long terme (Adolfsson et al., 2001).
Cette seconde population cellulaire serait donc celle présente dans les niches de
prolifération et de différenciation. De plus, les résultats de nos travaux ayant montré que
les cellules stromales constituant les niches hématopoiétiques sont capables de produire
du FL, cette hypothése parait particulierement recevable. Enfin, la capacité des cellules

stromales a produire une grande quantité de FL en réponse a un stress comme ’irradiation

145



fait de cette protéine un régulateur majeur de [’homéostasie hématopoiétique.
Cependant, U’existence de plusieurs types de niches hématopoiétiques dédiées a différents
processus peut paraitre antinomique de |’hypothese d’une réponse syncitiale a l'irradiation
développée précédemment. Néanmoins, il n’est pas inconcevable de penser que dans un
cadre physiologique, ’hématopoiése est régulée grace a des niches distinctes et qu’en
situation pathologique, telle que celle créée par lirradiation, U’ensemble du stroma
médullaire se coordonne pour produire une réponse appropriée a Latteinte
hématopoiétique induite. Cette hypothese est confortée par les marquages
immunohistologiques que nous avons réalisés dans le thymus et qui montrent une
coloration générale de |’organe apres irradiation.

S’il apparait trés clairement, a U'issu de ce travail, que les cellules stromales jouent un
réle majeur dans la régulation du FL, les processus qui conduisent a la production de cette
protéine restent mal définis. Cependant, quelques expérimentations pourraient nous
renseigner facilement sur ces mécanismes moléculaires. En premier lieu, le suivi de
Uexpression de UARNm codant le FL dans les lignées de cellules stromales devrait
permettre de déterminer clairement si le relargage de FL est conséquent a une régulation
transcriptionnelle ou post-transcriptionnelle. Cette étude est en cours au laboratoire.
Cette étude pourrait étre complétée par une inhibition de la synthése des ARNm par
actinomycine D et/ou de la synthese protéique par cycloheximide, par exemple. Par la
suite, il serait particulierement intéressant de déterminer si la production de FL par les
cellules stromales est induite directement par l’irradiation ou indirectement via des
facteurs solubles. Pour ce faire, une premiere expérimentation consistant en [’incubation
de cellules stromales non irradiées avec du surnageant de cellules stromales irradiées
devrait permettre de définir si la présence de facteurs solubles est suffisante a la
production de FL. Si tel était le cas, différents facteurs solubles pourraient étre dosés et
inhibés individuellement afin de caractériser les inducteurs solubles de la production de FL

apres irradiation.
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Comme cela a été longuement évoqué, l’interaction entre les cellules stromales et les
cellules souches hématopoiétiques est capitale dans la régulation de I’hématopoiese. C’est
pourquoi [’étude de la production de FL par les cellules stromales doit également étre
menée dans un modele de co-culture cellules stromales/cellules souches
hématopoiétiques. Un tel modele permettrait de comprendre de quelle facon les
interactions cellules/cellules sont capables d’influer sur la production de FL par les
cellules stromales et en particulier de déterminer si une déplétion en cellules souches
induit une augmentation de la production de FL. Une fois les mécanismes de production du
FL mieux caractérisés, il serait intéressant de vérifier in vivo la part prise part les cellules
stromales dans ’augmentation de la concentration plasmatique de FL. Une telle étude
nécessite de pouvoir quantifier spécifiqguement le FL produit par les cellules stromales.
Dans cet objectif, il serait intéressant de travailler sur un modele de souris NOD/SCID
greffées avec des cellules stromales humaines. Ainsi, la quantification du FL humain
présent dans le sang apreés irradiation nous renseignerait spécifiquement sur la production

radio-induite de FL par les cellules stromales.

En conclusion, les travaux que nous avons réalisés ont clairement démontré que le FL est
un excellent bio-indicateur de |’atteinte hématopoiétique radio-induite en situation
d’irradiation homogene, comme hétérogene. L’utilisation d’un tel marqueur en clinique
humaine devrait permettre d’améliorer considérablement la prise en charge des irradiés
accidentels. De plus, Uintégration du dosage du FL dans le suivi de patients en cours de
radiothérapie ou de chimiothérapie permettrait d’avoir une connaissance permanente du
statut médullaire individuel de chaque patient. Il serait ainsi plus facile d’adapter le
traitement a chaque situation clinique et d’anticiper les pancytopénies de haut grade. Le
FL présente un autre intérét considérable en clinique humaine dans le cadre des
mobilisations réalisées en vue de collection de cellules souches hématopoiétiques. En

effet, son dosage permettant de prédire Uefficacité de la mobilisation, il peut nous
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renseigner spécifiguement sur le nombre de cycles de mobilisation a réaliser pour obtenir
la quantité suffisante de cellules souches hématopoiétiques nécessaires a la greffe d’un
patient.

Notre étude des mécanismes de régulation du FL a montré que le taux plasmatique de
cette protéine n’est pas la résultante d’un équilibre passif entre la production de la
protéine et sa consommation mais que cette régulation fait intervenir des mécanismes
complexes. En outre, nous avons décrit un role central des cellules stromales dans la
production de FL, en particulier aprés un stress comme lirradiation. Ces résultats
confrontés a ceux de la littérature mettent en évidence que le FL est une cytokine
majeure de ’homéostasie hématopoiétique dont |’étude approfondie pourrait permettre

de mieux comprendre le fonctionnement des niches hématopoiétiques.
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