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Introduction générale

Le sang est composé de globules rouges, de globules blancs et de plaquettes
circulants dans un liquide, le plasma. Chacun de ces éléments joue un rble dans de
nombreuses fonctions vitales : les globules rouges transportent 'oxygene, les globules
blancs sont des cellules de 'immunité indispensables a la protection de 'organisme et
les plaquettes quant a elles assurent 'arrét des saignements lors d’une bréche
vasculaire. Ces cellules ont une durée de vie limitée, allant de quelques jours pour les
plaquettes (10 jours) a plusieurs centaines de jours pour les globules rouges (120
jours). Il est donc nécessaire de renouveler ces stocks de maniére continue et régulée
et cela est assuré par un processus physiologique important, 'hnématopoiése. Elle
prend place dans la moelle osseuse et a comme origine la cellule souche
hématopoiétique (CSH), qui, au contact du microenvironnement et sous l'influence de
cytokines et de facteurs de transcription, va se différencier pour donner naissance aux
difféerentes cellules du sang. Concernant nos cellules d’intérét, les plaquettes, elles
sont produites lors d’'un processus particulier de 'lhématopoiese, la mégacaryopoiése
(MKP).

Les CSH, d’abord localisées au niveau péri-artériolaire, proliféerent puis se
différencient, sous l'influence de divers signaux intrinséques et extrinséques, pour
produire les précurseurs des plaquettes que sont les mégacaryocytes (MK). Ceux-ci
acquierent une maturation optimale suite a une succession d’étapes importantes
d’endomitoses et d’accroissement du cytoplasme. Les MK devenus matures se
trouvent alors localisés au contact de la paroi vasculaire ou ils vont pouvoir émettre
dans les vaisseaux sinusoides de longues et fines extensions cytoplasmiques, les
proplaquettes. Sous l'effet du flux sanguin, celles-ci libérent des fragments
cytoplasmiques, les préplaquettes, qui se remodélent dans la circulation pour former
les futures plaquettes. Une production quotidienne de 1,5.10"" plaquettes est

nécessaire pour maintenir une masse plaquettaire constante.

Le role principal des plaquettes est d’assurer 'hémostase primaire en formant le clou
plaquettaire qui permet l'arrét des saignements. La transfusion de plaquettes
sanguines a partir de concentrés plaquettaires est indiquée de maniere curative dans
des cas d’hémorragies déclarées lorsque la numération plaquettaire est basse ou que
les plaquettes n’assurent plus leurs fonctions (pathologies associées). De maniére
préventive, elles sont transfusées lorsque la numération plaquettaire est inférieure a

10 000 plaquettes/uL ou qu’un saignement pourrait mettre en jeu la vie du patient. En
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France, ces transfusions ne sont possibles que grace aux dons de sang de volontaires
bénévoles et anonymes. Afin d’assurer la sécurité transfusionnelle, I'Etablissement
frangais du sang (EFS) se doit de fournir des produits sanguins contrélés, indemnes
de risques infectieux, immunitaires et inflammatoires. L’approvisionnement en
plaquettes est particulierement complexe puisque leur durée de stockage est limitée a
7 jours entre 20°C et 24°C alors que les globules rouges peuvent étre stockés a 4°C

pendant 42 jours.

Malgré des avancées importantes dans la compréhension des mécanismes qui
régulent la MKP et des progrées technologiques comme [I'avénement des
biotechnologies, la production de plaquettes de culture reste encore limitée. Si des
progres considérables ont été réalisés, les rendements actuels et les colts de
production ne permettent pas d’envisager aujourd’hui une production industrielle de
plaquettes de culture. Les obstacles a franchir sont encore nombreux et c’est dans ce

contexte que se situe mon sujet de thése.

Ma thése s’est articulée autour de deux parties :

i) Mieux comprendre les mécanismes cellulaires et moléculaires qui gouvernent
la biogenése des plaquettes comme l'un des préalables indispensables a
I'amélioration de la production des plaquettes de culture. A mon arrivée au
laboratoire venait d'étre identifi€¢ un progéniteur mégacaryocytaire
(CD34*CD41'°%), présentant une forte capacité a produire des plaquettes,
suite a l'inhibition de 'AHR par I'antagoniste SR1 (Stem Regenin-1) (Strassel,
Brouard et al. 2016). Une partie de mon travail de thése a été d’identifier les
voies de signalisation dépendantes de 'AHR, impliquées dans I'apparition de
cette population particuliére. J'ai pu ainsi identifier que IKAROS formait un
tandem avec 'AHR impliqué dans I'apparition de la population a fort pouvoir
plaquettaire (manuscrit n’°1 (en cours de finalisation))

i) Analyser la qualité et la fonction des plaquettes de culture et développer la
meéthode de production des plaquettes de culture pour qu’elle réponde aux
normes de Bonnes Pratiques de Fabrication. En effet, I'identificiation de cette
population progénitrice a permis de développer un systéme de production de

plaquettes de culture performant, permettant d’atteindre un rendement de 150
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plaquettes/cellule CD34* environ, l'un des meilleurs rapporté dans la
littérature. Cette approche a alors motivé un projet clinique visant a évaluer,
chez un volontaire sain aprés transfusion de 1% de la masse plaquettaire, les
capacités de recirculation et la demi-vie des plaquettes de culture. Il était donc
nécessaire dans ce contexte, de s’assurer de la fonctionnalité des plaquettes
produites, un travail que jai mené et qui a abouti a une publication (manuscrit
n’°2). Un autre aspect de mon travail a été de développer la méthode de
culture pour gu’elle soit compatible avec I'essai clinique que I'on souhaite
mener. D’'une part, en terme de mise a I'échelle, pour en faire un procédé
capable de produire dans un volume de culture raisonnable 1.10'° plaquettes
soit I'équivalent de 1% de la masse plaquettaire d'un homme de corpulence
normale et d’autre part, de mettre ce procédé de culture en adéquation avec
les normes de Bonne Pratique de Fabrication imposées par les autorités de
santé. Pour permettre d’appréhender au mieux 'ensemble de ma thématique,
j'aborderai successivement dans cette partie introductive i) le réle de 'AHR au
cours de la MKP, ii) la physiologie de la MKP et enfin iii) la production de

plaquettes in vitro.
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A. Généralités sur lTAHR

L’aryl hydrocarbon récepteur ou AHR est un facteur de transcription favorisant
'élimination d’éléments chimiques extérieurs a [l'organisme encore appelés
xénobiotiques. On peut citer les composés appartenant a la famille des dioxines
comme les composés aromatiques polycycliques qui induisent [I'expression
d’enzymes, comme les cytochromes P450, dont le rdle principal est de favoriser
'élimination de ces composés (Barouki, Aggerbeck et al. 2012). Des études
phylogéniques ont mis en évidence la présence de ce récepteur dans de nombreuses
espéces allant des nématodes a 'lHomme (Hahn 2002). Cette conservation suggere
donc que I'AHR, en plus de détoxifier 'organisme, régulerait d’autres voies de

signalisation impliquées dans divers processus physiologiques.

Cette premiére partie sera consacrée a la description moléculaire de 'AHR, ses

fonctions principales et plus particulierement son implication dans la MKP.

1. Historique

L’AHR est un facteur de transcription identifié pour la premiere fois par I'équipe
de Poland en 1976 (Poland, Glover et al. 1976). Suite a la seconde guerre mondiale,
il 'y a eu une expansion de lindustrie chimique conduisant a la génération
d’intermédiaires de synthése non désirés, plus communément appelé polluants qui ont
la particularité d’étre trés persistants et toxiques. On trouve, notamment dans cette
catégorie, les dérivés aromatiques polycycliques comme la dioxine ou les dérivés
aromatiques halogénés dont la 2,3,7,8-tétrachlorodibenzo-p-dioxine (TCDD). Lors
d‘accidents impliquant des industries pétrochimiques ou des quantités importantes de
polluants ont été libérées, comme en 1949 en Virginie ou en 1976 a Seveso, ou lors
de la guerre du Vietnam de 1962 a 1967 avec I'épandage de I'agent orange qui
contient de grandes quantités de dioxine (Beischlag, Luis Morales et al. 2008),
plusieurs études ont montré qu’un grand nombre de ces composeés étaient des ligands
de 'AHR. Les effets a long terme de ces composés décrits en 1957 par Sandermann
ont été étayés par la suite. Leur accumulation dans I'organisme comprend les effets

suivants :
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- lls sont tumorigénes (Fernandez-Salguero, Hilbert et al. 1996).

- lls sont présents a des concentrations importantes au niveau hépatique (Fanelli,
Bertoni et al. 1980).

- lls sont a l'origine de Iésions hépatiques (Fanelli, Bertoni et al. 1980).

- lls se présentent comme des perturbateurs de 'lhoméostasie cellulaire (Kolluri,
Jin et al. 2017)

- lls sont a I'origine d’'une augmentation du risque de développer un cancer
(Kolluri, Jin et al. 2017) de la vessie (Mossanen, Kibel et al. 2017) et de la
prostate (Chang, Boffetta et al. 2014))

- lls se retrouvent stockés dans 'alimentation notamment dans la viande (boeuf,
porc, poulet et dinde) (Barone, Storelli et al. 2019)

- etils sont capables d’interagir avec le récepteur aux cestrogénes empéchant
ainsi le développement de la dentelle utérine nécessaire a la reproduction
(Buchanan, Sato et al. 2000).

Enfin, TAHR a également été décrit pour lier d’autres composés, comme des
dérivés du tryptophane ou des polyphénols que I'on retrouve dans I'alimentation. Des
ligands endogénes ont également été décrits montrant des effets bien souvent tissu-
dépendants, entrainant par exemple une modulation du systeme immunitaire
(Thatcher, Williams et al. 2016) ou nerveux (Juricek and Coumoul 2018). Ainsi, ces
données suggérent un role de 'AHR non exclusivement lié aux polluants, mais qui
participerait également a la régulation d’autres voies de signalisation impliquées dans

divers processus physiologiques.



Introduction bibliographique - Le réle de 'AHR au cours de la mégacaryopoiése

2. Structure

L’AHR humain est une protéine de 96 kDa (848 AA) (Figure 1) codée par le
géne AHR de 47,5 kb constitué de 11 exons et localisé sur le chromosome 7p21.1.
C’est un récepteur de type basic Helix-Loop-Helix /Per ARNT Sim (bHLH/PAS). Il est
constitué de 3 domaines principaux de Nter vers Cter : (i) des séquences d’'import et
d’export, (ii) un domaine bHLH-PAS (basic Helix Loop Helix- Period (Per) ARNT Sim)
permettant la dimérisation avec d’autres protéines de cette famille, la fixation des
ligands (domaine PAS), ainsi que la liaison a 'ADN (domaine bHLH) et enfin (iii) un
domaine de transactivation (TAD, transactivation domain) impliqué dans le
recrutement de coactivateurs permettant la régulation de la transcription des génes
cibles, notamment les cytochromes P450 impliqués dans [I'élimination des

xénobiotiques (Mimura and Fuijii-Kuriyama 2003, Marinkovic, Pasalic et al. 2010).

Séquences d’import et d’export

NLS

848

NH, PASA PASB TAD COOH
ADN <))
Ligand <))

ARNT —_— ¢ >

Figure 1 : Structure de ’AHR

Les domaines d’import et d’export nucléaire permettent de réguler la quantité d’AHR
présente dans le noyau. Le domaine bHLH permet la reconnaissance de séquences
d’ADN. Les domaines PAS permettent l'interaction avec les protéines chaperonnes
et notamment avec HSP90 mais aussi avec les polluants de I'environnement. Enfin le
domaine de transactivation (TAD) permet le recrutement de coactivateurs et régule

ainsi I'expression des Cytochromes P450.
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a. Les séquences d’'import et d’export nucléaire

Les séquences d’import et d’export nucléaire sont de petites séquences
d’environ une vingtaine d’acides aminés qui permettent a la protéine d’'étre transportée
vers le noyau (NLS) ou vers le cytoplasme (NES). La séquence d’'importation (NLS)
s’étend du 13®me au 39°me acide aminé de 'AHR alors que la séquence d’exportation
(NES) s’étend du 55°™¢ au 75°™¢ acide aminé. L’équilibre entre import et export permet
de réguler la quantité d’AHR disponible au niveau nucléaire (Davarinos and Pollenz
1999) (Ikuta, Eguchi et al. 1998).

b. Le domaine bHLH/PAS

Le domaine bHLH/PAS est une structure présente dans 'AHR et dans d’autres
facteurs de transcription et définit une famille protéique. Afin d’avoir une activité
biologique, les protéines bHLH/PAS-A/B doivent se dimériser, formant soit un
homodimére soit un hétérodimere (Kewley, Whitelaw et al. 2004). Dans cette famille,
il existe deux classes de protéines bHLH/PAS : les protéines de classe | comme 'AHR,
I'hypoxia inducible factors (HIF) et les single minded proteins (SIM), et les protéines
de classe Il comme I'aryl hydrocarbon receptor nuclear translocator (ARNT) ainsi que
les protéines du rythme circadien BMAL. Les facteurs de classe | sont, contrairement
aux facteurs de classe Il, incapables de s’auto-dimériser ou de s’hétérodimériser avec
un autre facteur de classe | et leur partenaire est obligatoirement un facteur de classe
Il, ’TAHR se dimérisant préférentiellement avec 'ARNT en présence de TCDD (Nebert
2017).
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En plus de participer a la dimérisation de 'AHR, le domaine bHLH/PAS permet
également la liaison a I'ADN et plus particulierement aux Xenobiotic Reponse
Elements (XRE) présents dans le promoteur des cytochromes P450, les principaux
genes cibles de 'AHR. Bien que la structure entiére de 'AHR n’ait pas encore été
déterminée par cristallographie, une étude récente est parvenue a déterminer la
structure du domaine bHLH /PAS-A de 'AHR dimérisé avec 'ARNT et lié a une
séquence d’ADN (Figure 2) (Schulte, Green et al. 2017). Cette structure montre que
'ARNT interagit avec ce domaine bHLH/PAS en 3 endroits : une interaction au niveau
du domaine bHLH, une seconde avec le domaine PAS-A et enfin la derniére au niveau
de la région reliant le domaine bHLH et le domaine PAS-A de 'AHR. Les interactions
de I'nétérodimére AHR/ARNT avec 'ADN ont également été déterminées (Schulte,
Green et al. 2017).

DNA Interface

Figure 2 : Structure du domaine bHLH d’AHR et ARNT lié a la séquence XRE
d’aprés (Schulte, Green et al. 2017)

Mise en évidence par cristallographie des différents sites d’interaction entre les
domaines bHLH et PAS-A de I'AHR et de 'ARNT lors de la liaison a la séquence XRE
de '’ADN.
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Enfin, le domaine PAS-B est le site de liaison des agonistes de 'AHR. La liaison
de composés chimiques aromatiques, tels que la TCDD, induit un changement
conformationnel de I'AHR. Ce changement induit I'exposition des séquences
d’adressage de I'AHR ainsi qu’une diminution d’affinité pour HSP90 et une
augmentation pour 'ARNT (Soshilov and Denison 2008) (Soshilov, Motta et al. 2020).

c. Le domaine de transactivation

Le domaine de transactivation ou TAD est composé de 304 acides aminés dans
la partie C-terminale et est subdivisé en 3 sous-régions : une premiére composée de
56 acides aminés (545-600) puis une région riche en glutamines aussi appelée Q-rich
région de 114 acides aminés (600-713), enfin les 135 derniers acides aminés (713-
848) correspondent a une région riche en sous-domaines proline, sérine et thréonine.
Le domaine de transactivation est impliqué dans le recrutement de coactivateurs et
corépresseurs permettant la régulation de la transcription des genes cibles. En effet,
'ensemble du TAD est trés flexible et permet de s’adapter a différentes protéines
partenaires, mais c’est le domaine riche en glutamines qui est le principal site de liaison
d’interaction protéine/protéine du TAD, il permet notamment I'interaction avec la TATA
Binding protein (TBP), steroid receptor coactivator 1(SRC-1) ou transcriptional
intermediary factor 2 (TIF2) (Watt, Jess et al. 2005). La structure 3-D de cette région
de 'AHR n’a pas encore été élucidée, mais des études utilisant un composé chimique
capable de stabiliser I'état replié des protéines comme 'osmolyte trimethylamine-N-
oxide (Macdonald and Khajehpour 2013) ont permis de mettre en évidence que la
conformation de 'AHR est un élément essentiel pour la liaison de certaines protéines
comme la TBP (Watt, Jess et al. 2005).

Bien que nous ne disposions pas a ce jour des données structurales complétes
de 'AHR, les données obtenues grace a des analyses physicochimiques suggérent
que la conformation tridimensionnelle de ’'AHR dans son environnement permette la
liaison protéique et l'activation de certaines voies de signalisation au niveau du
domaine bHLH/PAS ou du TAD.

11
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3. Les geénes cibles

Les genes cibles de 'AHR les plus étudiés sont les cytochromes P450 impliqués
dans le métabolisme des dioxines et plus généralement des xénobiotiques. En
présence de ces molécules, le dimére AHR/ARNT est capable via son domaine b-
HLH, de se lier a I'élément XRE. Cet élément est une séquence d’ADN spécifique
5'-TNGCGTG-3', que I'on retrouve dans de nombreuses espéces et qui est présente
au niveau des promoteurs des génes codants pour divers cytochromes CYP450
comme le CYP1A1, CYP1A2, et CYP1B1, mais aussi pour 'AHR répresseur (AHRR),
la glutathion S-transférase ou l'aldehyde-3-Dehydrogenase. En plus d’étre impliquée
dans le métabolisme de composés exogénes, la voie de 'AHR joue également un réle,
en présence de TCDD, dans la croissance cellulaire comme l'interleukine- 1 béta (IL-
1B) ou encore le transforming growth factor alpha (TGF-a) (Rowlands and Gustafsson
1997) (Bock 2019).

L’AHR via la séquence XRE est également capable d’'induire I'expression de
protéines du cycle cellulaire comme l'inhibiteur de kinase dépendant de la cycline 1B
(CDKN1B), celui dépendant de la cycline 1A (CDKN1A) ou I’ADN polymérase, grace
a des interactions avec d’autres facteurs de transcription comme la protéine associée

au rétinoblastome (Bock 2019).

En plus des séquences XRE, 'AHR est également capable de lier une
séquence 5'-CANNTG-3' appelée E-box. Cette séquence est présente dans le
promoteur du récepteur de I'hormone folliculo-stimulante (FSHR) impliquée dans les
cycles reproducteurs de la femme, notamment au niveau des ovaires, et chez ’lhomme
au niveau des testicules. Il a été mis en évidence que 'AHR, en présence de TCDD,
permettait d’augmenter I'expression de ce récepteur I'impliquant ainsi directement

dans la mise en place des processus de reproduction (Teino, Kuuse et al. 2012).

12



Introduction bibliographique - Le réle de 'AHR au cours de la mégacaryopoiése

4. Régulation de 'AHR

La régulation des facteurs de transcription est essentielle pour prévenir toute
stimulation excessive. Deux grandes voies physiologiques permettent la régulation de
'AHR, la dégradation de la protéine par le protéasome et la formation d’'un dimére avec
une protéine de la famille bHLH-PAS inhibant I'effet de TAHRR.

Comme pour de nombreuses protéines, la quantité dAHR peut étre modulée en
fonction de I'environnement, et ce afin de protéger 'organisme. Ainsi il a été décrit que,
suite a une exposition a la TCDD, 'AHR était fortement dégradé jusqu’a ne plus étre
détectable par Western Blot deux heures aprés exposition (Reick, Robertson et al.
1994). La dégradation de 'AHR est réalisée par le protéasome qui dégrade
spécifiquement les protéines ubiquitinées. En effet, suite a I'exposition a la TCDD,
'AHR est rapidement exporté du noyau sous forme ubiquitinée et éliminé par le
protéasome 26S (Pollenz 2002).

Il a été mis en évidence que la SUMOylation, qui est une modification post-
traductionnelle permettant la fixation d’'une protéine de la famille des Small Ubiquitin-
like Modifier (SUMO) au niveau de certaines lysines du domaine TAD de I'AHR, permet
d’augmenter sa durée de vie. La SUMOylation inhibe I'ubiquitination de 'AHR et ainsi
sa dégradation naturelle par le protéasome (Xing, Bi et al. 2012). Il est a remarquer
que bien que la SUMOylation augmente la durée de vie de 'AHR, elle diminue la
capacité de 'AHR a lier 'TADN ou a activer d’autres protéines via le TAD, puisqu’en
présence de protéine SUMO il y a un encombrement stérique de ces régions (Larigot,
Juricek et al. 2018).

13
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Par ailleurs, en présence de TCDD, I'AHR induit la transcription des
cytochromes P450 ainsi que de 'AHRR qui est a 'origine d’une boucle de rétrocontréle
négatif. LAHRR est une protéine b-HLH-PAS structurellement trés proche de 'AHR
dont le domaine PAS-B est absent et le domaine TAD est remplacé par un domaine
de transrépression supprimant ainsi I'activité de 'AHR (Larigot, Juricek et al. 2018).
L’AHRR peut alors se lier préférentiellement a TARNT et permettre sa chélation la
rendant indisponible pour se dimériser avec 'AHR et transcrire les génes cibles (Hahn,
Allan et al. 2009). Une compétition entre ces différentes molécules a également lieu
dans des situations hypoxiques lorsque HIF 1a est surexprimé, et qu'’il se dimérise avec
'ARNT qui n’est alors plus disponible pour TAHR (Gabriely, Wheeler et al. 2017).

B. Voies de signalisation

L’AHR est capable de réguler 'expression de génes trés différents comme des
genes du cycle cellulaire ou des enzymes comme les cytochromes P450, et ce par
divers mécanismes comme la liaison a ’'ADN via le domaine b-HLH ou par l'interaction

avec d’autres facteurs de transcription.

1. Les ligands

De nombreuses molécules exogénes et endogénes sont capables de lier ’TAHR.
Plus généralement, 'AHR est capable de lier tout composé plan dont les dimensions
sont compatibles avec son site de liaison, c’est-a-dire inférieures ou égales a 14 A *
12 A * 5 A (Denison and Nagy 2003).

Parmi les molécules exogénes, on retrouve notamment les polluants comme le
TCDD qui est le plus connu, et le 3-Methylcholanthrene, ainsi que des médicaments
comme I'oméprazole un antisécrétoire gastrique (Shinde and McGaha 2018). Les
molécules exogenes sont également présentes dans I'alimentation, on retrouve ainsi
I'lndole-3-carbinol (I3C) dans le chou, des flavonoides comme la quercétine présente
notamment dans les myrtilles ou encore des polyphénols comme le resveratrol présent

entre autres dans le raisin.
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De plus, certains ligands exogénes comme la curcumine ou SR1 s’opposent a
la voie d’élimination des polluants aussi appelée voie canonique de 'AHR, mais sont
capables d’activer d’autres voies pharmacologiques, celles non canoniques de 'AHR.
A ce jour, il semblerait que ces voies non canoniques soient & l'origine de I'effet
princeps de 'AHR, a savoir la modulation fine de voies pharmacologiques, ce qui
explique qu’aujourd’hui ce récepteur est impliqué dans de nombreuses fonctions

comme la vision, la neurologie ou la MKP.

En ce qui concerne les molécules endogénes, on y trouve des dérivés du
tryptophane comme la kynurenine, mais également des composés comme la bilirubine

et |la biliverdine obtenues suite a la dégradation de 'héme (Shinde and McGaha 2018).

2. Signalisation sans ligands

L’AHR est un récepteur cytoplasmique complexé a un ensemble de protéines
chaperonnes telles que Hsp90, XAP2 et p23. La protéine HSP90 (heat shock protein
de 90 kDa) permet de réguler la dégradation d’un grand nombre de protéines et est
impliquée dans de nombreux processus physiologiques tels que la réparation de
I'ADN, le développement ou la réponse immunitaire (Schopf, Biebl et al. 2017). HSP90
permet la séquestration dans le cytoplasme de I'AHR tout en empéchant sa
dégradation par le protéasome. Deux protéines HSP90 se lie au domaine b-HLH/PAS-
B de 'AHR. D’autre part, HSP9O0 se lie via sa partie C-terminale avec la protéine XAP2
(hepatitis B virus X-associated protein 2) qui permet d’inhiber la dégradation du
complexe par le protéasome en absence de ligand, mais qui joue également un réle
dans la localisation de 'AHR. En effet en présence de XAP2 il a été mis en évidence
que la translocation de 'AHR est retardée (Kudo, Hosaka et al. 2018) (Kazlauskas,
Poellinger et al. 2000). La protéine p23, quant a elle, se lie également au niveau de la
protéine HSP90 et permet de consolider le complexe de protéines chaperonnes (Kudo,
Hosaka et al. 2018) (Schopf, Biebl et al. 2017) (Figure 3).
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3. Signalisation en présence d’un ligand

L’utilisation de souris déficientes pour 'AHR ainsi que des analyses
transcriptomiques et protéomiques, ont permis de montrer qu’en fonction du ligand fixé
sur 'AHR, celui-ci était capable de déclencher différentes réponses cellulaires, en
utilisant une voie canonique nucléaire ou des voies alternatives qui peuvent étre
nucléaires ou cytoplasmiques impliquant ainsi '’AHR dans de nouvelles fonctions au

niveau immunitaire, cardiovasculaire, développemental, tumoral et hématopoiétique.

a. Au niveau nucléaire

L’interaction de certains ligands avec I'AHR induit un changement de
conformation du récepteur et dissociation des protéines chaperonnes, favorisant ainsi
sa translocation dans le noyau ou il s’associe avec son partenaire ARNT, induisant la
voie de signalisation dite canonique. Cette hétérodimérisation permet I'association de
deux domaines en doigt de zinc, I'un présent sur 'AHR et I'autre sur TARNT et la
reconnaissance des séquences XRE, menant a la transcription entre autre des
cytochromes P450, notamment CYP1A1 et CYP1B1 (Mimura and Fujii-Kuriyama
2003, Marinkovic, Pasalic et al. 2010).

L’AHR peut également étre engagé dans des voies de signalisation alternatives,

dites non canoniques.

Elles peuvent étre nucléaires en régulant des genes sous la dépendance d’autres
facteurs de transcription par la formation d’'un dimére comme avec la protéine du
rétinoblastome (Bock 2019). L’interaction de I'AHR avec d’autres facteurs de
transcription a également été rapportée parmi lesquels on peut citer IKAROS, que I'on
a étudié dans la publication n°1, un régulateur de la production de cellules lymphoides.
L’interaction d’AHR avec IKAROS permet la régulation de 'immunité de l'intestin
(Malinge, Thiollier et al. 2013) (Tijssen, Moreau et al. 2016) (Li, Heller et al. 2016).

L’AHR est également impliqué dans I'acétylation et la désacétylation des histones de
'ADN permettant ainsi de réguler la transcription des génes en favorisant ou non la

condensation de I'ADN. Il a été mis en évidence qu’'une exposition au 3-
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Methylcholanthrene, un ligand de I'AHR, induit une surexpression de Ihistone
désacétylase 1 (HDAC 1), une enzyme capable de désacétyler les histones favorisant
'accés a 'ADN (Chang, Sue et al. 2014).

En présence d'un agoniste 'AHR peut activer la sous unité p65 de NF-kB et ainsi de
réduire I'expression de cytokines inflammatoires telles que I'lL-8 ou CCL5 (RANTES)

via d’autres voies de signalisation nucléaires (Ovrevik, Lag et al. 2014) (Figure 3).
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Figure 3 : Signalisation de ’AHR au niveau nucléaire en présence d’un ligand

d’aprés (Rothhammer and Quintana 2019)

Dans le noyau, 'AHR peut activer deux grandes voies de signalisation, une canonique
et une alternative. La voie canonique de 'AHR passe par la formation d’un complexe
avec I'’ARNT, la liaison a 'ADN au niveau des séquences XRE et la transduction de
genes cibles et notamment les cytochromes P450 CYP1A1 et CYP1B1. D’autre part

au niveau nucléaire 'AHR peut réguler d’autres acteurs tels que NF-kB ou 'HDAC1.
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b. Au niveau cytoplasmique

Le premier type de voie implique la séquestration de 'AHR dans le cytoplasme
par les protéines chaperonnes qui masquent alors le site d’adressage au noyau. Dans
les voies non canoniques cytoplasmiques, on retrouve la formation d’'un complexe
ubiquitine-ligase dans lequel on retrouve les protéines E3, CUL4B et 'AHR. Ce
complexe a la capacité d’ubiquitiner certaines protéines et ainsi d’induire leur
dégradation par le protéasome. Le complexe est notamment capable d’induire la
dégradation des récepteurs aux cestrogenes et aux androgénes (Ohtake, Fuijii-
Kuriyama et al. 2009, Ohtake, Fujii-Kuriyama et al. 2011), de la B-caténine (Shiizaki,
Kido et al. 2019) ou encore de PPARYy (Dou, Duan et al. 2019) (Figure 4).

En plus de cette capacité de dégradation, 'AHR favorise la phosphorylation de
la protéine tyrosine kinase SRC qui elle est capable d’activer la voie STAT et
notamment STAT3 (Zhu, Luo et al. 2018). De méme, des études portant sur le
resveratrol ont permis de mettre en évidence le réle de SRC dans la perméabilité
endothéliale puisqu’'en absence de resveratrol le couple AHR/SRC induit une
hyperphosphorylation de la VE- cadhérine, ce qui induit une hyperperméabilité
endothéliale (Assefa, Yan et al. 2019). L’activation de la voie AHR/SRC a également
eté décrite dans le cancer du poumon non a petites cellules comme une source de
résistance au traitement par des inhibiteurs de tyrosine kinase dirigés contre 'lEGFR.
En effet, le couple AHR/SRC induit la phosphorylation des voies en aval de 'TEGFR en
phosphorylant directement la PI3K ou les protéines de la voie des MAPKinases

notamment MEK/ERK, rendant le traitement inefficace (Ye, Zhang et al. 2018).

Cette accumulation de 'AHR dans le cytoplasme lui permet d’étre impliqué dans
plusieurs voies de signalisation telles que les voies MAPK, STAT, PI3K. Parmi ces
voies, certaines sont connues pour étre en aval du récepteur de la thrombopoiétine
(TPO), la cytokine clé de la biogenéese des plaquettes et la voie Wnt via la B-catenine

impliquée dans les étapes finales de la production des plaquettes.
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Figure 4 : Signalisation de ’'AHR au niveau cytoplasmique en présence d’un
ligand d’aprés (Rothhammer and Quintana 2019)

Au niveau cytoplasmique 'AHR peut activer de nombreuses voies de signalisation par
I'activation de la protéine SRC. De méme, I'’AHR sous certaines conditions peut former
un complexe avec CUL4B et une ubiquitine ligase. Ce complexe permet l'ubiquitination

de protéines cytoplasmiques et ainsi leur dégradation par le protéasome.

19



Introduction bibliographique - Le réle de 'AHR au cours de la mégacaryopoiése

C. Les grands roles de 'AHR

La mise en évidence de nombreuses voies alternatives empruntées par ’AHR
permet de se réinterroger sur son réle dans divers processus physiologiques.
Initialement décrit comme le récepteur des dioxines, 'AHR est maintenant impliqué
dans le développement des cancers, et des roles lui ont été attribués dans 'immunite,

le développement embryonnaire ou encore la MKP.

La présence de TCDD, un agoniste de la voie canonique, favorise la
prolifération cellulaire en permettant a la cellule d’échapper aux systemes de
régulation du cycle cellulaire (Bock and Kohle 2005). Ainsi, I'ingestion de dioxines via
la nourriture ou leur inhalation favorise le risque de développer un cancer du sein alors
gu’une consommation riche en flavonoides en serait protectrice (Donovan, Selmin et
al. 2018). L’ingestion de TCDD augmente également le risque de développer des

fibroses hépatiques (Pierre, Chevallier et al. 2014).

L’AHR favorise également I'expression d’interleukines, facteurs clés dans les
réactions immunitaires, notamment celles de I'lL-22 dans les cellules lymphoides T17,
de I'lL10 et de I'lL21 dans les cellules lymphoides Tr1 (Gutierrez-Vazquez and
Quintana 2018). Il joue également un réle au niveau des cellules lymphoides présentes
dans le microbiote, plus particulierement intestinal, en régulant leur différenciation et

prolifération (Li, Innocentin et al. 2011, Angelos, Ruh et al. 2017).

L’AHR participe également au développement embryonnaire. En effet, la
perturbation de ce dernier par des polluants fait intervenir ’TAHR qui, une fois dimérisé
avec une histone désacétylase (NURD), permet de modifier 'expression des genes qui
contrélent la différenciation cellulaire dans les premiers instants post-fécondation
agissant ainsi sur le développement (Gialitakis, Tolaini et al. 2017). L'AHR est
également impliqué dans la mise en place du systéme neuronal chez Caenorhabditis
elegans grace a des interactions avec d’autres facteurs de transcription (Qin and
Powell-Coffman 2004). Au niveau neuronal, une déficience en AHR induit également

une démyélinisation des axones (Juricek, Carcaud et al. 2017).

Ainsi, 'AHR joue des rdles clés dans des fonctions physiologiques essentielles.
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D. L’AHR dans la mégacaryopoiéese

Le réle de ce récepteur dans la MKP a été mis pour la premiére fois en évidence
en 2011 par I'étude du phénotype de souris déficientes pour 'AHR. Plus récemment
encore a été mis en avant le rble de ce récepteur dans I'engagement des progéniteurs
hématopoiétiques vers la lignée érythro-mégacaryocytaire et il a été également décrit
comme un outil clé dans la production de plaquettes in vitro avec I'utilisation, plus

particulierement, de SR1.

1. Etude du réle de 'AHR chez la souris

L’AHR est décrit, dans un modéle murin, comme un acteur de I'engagement
dans la lignée mégacaryocytaire, mais également dans la différenciation des MK au
cours de la MKP.

Lindsey et al. ont mis en évidence, sur une lignée mégacaryocytaire humaine
CHRF, une augmentation du nombre de transcrits de 'AHR (Lindsey and T.
Papoutsakis 2011). Cette méme équipe a montré dans des souris déficientes pour
'AHR, une augmentation du nombre de MK et une immaturité des MK visualisée par
la diminution de la lobulation des noyaux, un critére de maturation des MK (section II.
A. 3. B). D’autre part, ces souris déficientes pour 'AHR présentent un défaut
d’hémostase qui se traduit par une forte augmentation du temps de saignement,
mesuré aprés section de la queue des souris et ce malgré une faible diminution de leur
numération plaquettaire (9%) (Lindsey and T. Papoutsakis 2011). L’'une des
explications a cette modification du temps de saignement qui semble indépendante de
la numération plaquettaire serait liée a une diminution de 14% de la glycoprotéine (GP)
VI, le récepteur du collagene, qui empécherait une agrégation maximale des

plaquettes et donc la formation du clou plaquettaire (Lindsey, Jiang et al. 2014).
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2. Etude du réle de 'AHR chez 'Homme

L’AHR est impliqgué dans I'hématopoiése et plus particulierement dans
I'orientation du progéniteur bipotent MEP (paragraphe I[I.A.2) soit vers la lignée
erythrocytaire en présence d’un agoniste de 'AHR soit vers la lignée mégacaryocytaire
lorsqu’exposé a un antagoniste comme le CH223191 (Figure 5) (Smith, Rozelle et al.
2013).

Suite a un criblage pharmacologique, le composé chimique Stemregenin-1
(SR1), décrit comme un antagoniste de 'AHR, a été identifié comme un agent
favorisant la prolifération des progéniteurs hématopoiétiques (PH) de type CD34" et
leur prise de greffe. Elle effet, SR1 multiplie par 50 le nombre de cellules CD34* et par
17 l'efficacité de prise de greffe d’'une souris immunodéficiente (Boitano, Wang et al.
2010). L’intérét de l'utilisation de ce ligand de I'AHR a depuis été validé dans des

études cliniques (Wagner, Brunstein et al. 2016)

Notre laboratoire a également montré que SR1 mimait des effets liés au contact
des progéniteurs hématopoiétiques avec le microenvironnement médullaire et plus
particulierement avec les cellules souches mésenchymateuses ou MSC. En effet, la
culture de progéniteurs hématopoiétiques humains, CD34*, en présence de SR1,
permet l'apparition d’'une population CD34*CD419™m présentant un fort pouvoir a
produite des plaquettes tout comme lors de la co-culture des cellules CD34* en
présence de MSC, mais pour I'instant le mécanisme par lequel les MSC régulent la

différenciation et la maturation des MK est inconnu (Strassel, Brouard et al. 2016).

Il est surprenant de noter qu'une souris déficiente pour AHR présente une
légere diminution de la numération plaquettaire (Lindsey, Jiang et al. 2014) alors
gu’'une molécule décrite comme un antagoniste de la voie canonique de 'AHR, SR1,
permet 'augmentation de la production de plaquettes in vitro (Strassel, Brouard et al.
2016). Si I'effet de SR1 sur la production de plaquettes est dépendant de 'AHR, ce qui
peut étre confirmé par 'utilisation de shRNA ciblant 'AHR, ceci suggére que SR1 n’est
pas uniquement un antagoniste de 'AHR mais qu'il permet la révélation d’autres voies

de signalisation et c’est ce sur quoi porte la publication n°1 (page 90).
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Figure 5 : Implication de I’AHR dans la MKP

L’AHR est impliqué a tous les stades de la MKP. Il favorise la prolifération de la CSH,
son engagement vers le progéniteur bipotent ainsi que la maturation des MK. Son
absence chez la souris induit une augmentation du nombre de MK et une diminution
de leur ploidie. Au niveau des plaquettes, il a été mis en évidence chez les souris
déficientes pour ce récepteur une diminution de la numération plaquettaire ainsi qu’une

baisse de la réactivité plaquettaire au collagene.
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La MKP est le processus physiologique qui permet la formation de plaquettes
sanguines a partir d'une CSH. Elle prend place dans la moelle osseuse, au sein de la
niche ostéoblastique puis de la niche vasculaire ou elle est influencée par de nombreux
facteurs comprenant des cytokines, des facteurs de transcription et un
microenvironnement particulier. La CSH peut ainsi proliférer, se différencier et
s’engager irrévocablement dans la voie mégacaryocytaire pour donner
successivement naissance aux progéniteurs mégacaryocytaires (PM), aux
précurseurs mégacaryopoiétiques (PrM) et enfin aux MK matures qui eux, donneront
naissance aux futures plaquettes. Chez ’'Homme, on estime qu'un MK est capable de

produire de 1000 a 3000 plaquettes (Figure 6).

Dans la molle osseuse Dans le sang

Pro mégacaryoblaste Stadel Stadelll Stadellll

Compartiment ~ CSH Progéniteurs Précurseurs Cellules matures

Figure 6 : La mégacaryopoiéese

La MKP prend place chez 'adulte au niveau de la moelle osseuse des os courts et
plats de l'organisme dans le cadre d’un mécanisme plus général, 'hématopoiése. A
l'origine de ce processus se trouve la CSH qui voit son potentiel de différenciation se
restreindre progressivement et donner naissance au progéniteur multipotent (PMP) qui
permettra '’émergence du progéniteur commun myéloide (CMP), puis au progéniteur
bipotent  érythro-mégacaryocytaire a la confluence des voies érythro-
meégacaryocytaires, le MEP. Ce dernier permet de générer les précurseurs
mégacaryocytaires qui, une fois matures, libereront les plaquettes dans la circulation.
Il existe une seconde voie dite voie meégacaryocytaire biaisée qui, en cas de stress,
permet de produire directement un MEP a partir de la CSH.

25



Introduction bibliographique - Physiologie de la Mégacaryopoiése

A. Des cellules souches hématopoiétiques aux plaquettes sanguines

Toutes les cellules du sang sont produites a partir d'une méme cellule
indifférenciée, la CSH multipotente. Pour lui permettre de maintenir un stock constant,
la CSH est douée de capacités d’auto-renouvélement et de quiescence. Elle perd
ensuite progressivement ses capacités de différenciation pour s’engager a terme dans

des lignages hématopoiétiques spécifiques.

1. La cellule souche hématopoiétique

Les CSH sont dites multipotentes, car capables de générer toutes les cellules
du sang. Elles ne représentent qu’'un nombre trés faible de cellules mononucléées de
la moelle osseuse, chez ’'Homme entre 1 a 4.10° cellules. On estime qu’il y a environ
150 CSH mobilisées quotidiennement pour assurer de maniére réguliére et continue

le stock de cellules sanguines.

Les CSH ont été mises en évidence en 1961 par I'équipe canadienne de Till et
McCulloch suite a l'injection de cellules de moelle osseuse syngénique a des souris
préalablement irradiées de maniére létale. La survie des souris greffées et donc leur
radioprotection a permis de mettre en évidence la présence d’'une cellule capable de

reconstituer la moelle osseuse, la cellule souche (Till and McCulloch 1961).

La CSH est a I'heure actuelle définie par sa capacité a reconstituer la moelle
osseuse d’une souris rendue aplasique par irradiation et de générer des CSH capables
de reconstituer la moelle osseuse d’une autre souris aprés une greffe secondaire. Si
les cellules greffées ne sont capables de reconstituer que la moelle osseuse de la
premiére souris irradiée, on parle de CSH dite a court terme (CSH_CT). Si les cellules
régénerent également la moelle osseuse de la seconde souris irradiée, on parle alors
de CSH dite a long terme (CSH_LT) (Purton and Scadden 2007).
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a. Caractérisation phénotypique des CSH

La réalisation d’'une étude approfondie des propriétés et caractéristiques des
CSH, nécessite de pouvoir les identifier phénotypiquement en utilisant des marqueurs

cellulaires, notamment ceux présents au niveau de la membrane plasmique.

L’accés a de nombreux anticorps a facilité I'étude des CSH murines qui sont
aujourd’hui trés bien caractérisées. Pour sélectionner les CSH, toutes les cellules
engageées dans les lignées hématopoiétiques sont exclues par un ensemble
d’anticorps dits : Lin- (lineage negative). Leur caractérisation s’est ensuite affinée
grace a l'utilisation d’autres marqueurs identifiés lors d’expériences de reconstitution
de 'hématopoiése dans des souris irradiées, comme l'antigéne thymocytaire CD90,
un marqueur majeur des cellules souches pluripotentes, I'antigéne-1 des cellules
souches murine Sca1 et c-kit/CD117, un marqueur de la cellule souche impliqué dans
la prolifération cellulaire. Il est a préciser que les CSH alors définies comme Lin-/Sca1*
/CD90*"/c-kit*, représentent malgré tout une population hétérogéne. Au sein de cette
population, on sait aujourd’hui différencier les CSH LT et CT des progéniteurs
multipotents (PMP) grace a I'expression du marqueur CD150 aussi appelé SLAMf1
(Signaling lymphocyte activation molecule familly member 1). Il a permis de s’affranchir
d’'un marqueur nucléaire, le Hoechst, qui en cytométrie de flux, définit une population
peu fluorescente et hétérogéne, appelée side population, contenant les CSH_ LT et
CT (Weksberg, Chambers et al. 2008) (Lee, Yoon et al. 2019). La cellule souche
murine est donc définie comme Lin"Thy1.1'°"cKit*Sca1*flk2.CD34-SLAMf1* (Bryder,
Rossi et al. 2006).

Chez I'Homme, [lidentification des CSH est beaucoup moins aboutie,
notamment du fait de I'absence de marqueurs phénotypiques suffisamment
spécifiques. On qualifie habituellement de CSH les cellules qui expriment le cluster de
différenciation (CD)34, un récepteur transmembranaire appartenant a la famille des
phosphoglycoprotéines, une sialomucine dont la fonction au niveau cellulaire reste mal
connue. Ce récepteur n’est cependant pas spécifique des CSH, car également

retrouvé sur les progéniteurs hématopoiétiques (Furness and McNagny 2006).
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La CSH se caractérise phénotypiquement, chez ’lHomme comme étant Lin-
/CD34*/CD38/CD90/CD45RA". Le CD90 est un marqueur des cellules immunitaires
et le CD45RA un marqueur lymphoide et myéloide (Seita and Weissman 2010), connu
pour se lier a la L-Sélectine (CD62L) et a la protéine d'adaptation CrkL, permettant
respectivement I'adhésion cellulaire et sa régulation (Sidney, Branch et al. 2014). Une
identification plus fine des CSH est obtenue en associant au marqueur CD34 d’autres
CD, comme les CD38, CD133" (la prominin-1), un marqueur des cellules souches,
I'expression faible du CD45RA (CD45RA"Y), I'expression faible du CD90 (CD90'*¥) et
I'expression faible du CD117 (CD117'°%) (Lee, Yoon et al. 2019).

b. La quiescence des CSH

Les CSH sont quiescentes c’est-a-dire qu’elles ne se divisent pas. Leur cycle
cellulaire est arrété. Cette propriété les rend plus résistantes au stress cellulaire généré
par I'environnement, comme l’irradiation ou I'exposition a des composés chimiques.
La quiescence est nécessaire pour préserver le nombre de cellules souches (Li 2011,
Li and Bhatia 2011). Cependant, en fonction des signaux recus du
microenvironnement notamment, elles peuvent se mettre en cycle et ainsi assurer leur
prolifération (Mohammad, Dakik et al. 2019) en particulier grace aux cyclines. En effet,
la cycline C qui permet le passage de la phase GO a G1 du cycle cellulaire est un
acteur important dans la régulation de la quiescence des CSH. Son extinction, dans
des cellules CD34+, entraine une augmentation des CSH quiescentes et favorise leur
prolifération (Miyata, Liu et al. 2010). La cycline E1, quant a elle, permet la transition
G1/S facilitant la sortie de la quiescence et favorise une entrée rapide des cellules
dans le cycle cellulaire lors de conditions de stress, par exemple lors d’une exposition
a des rayonnements ionisants. D’autre part, il a été montré que les CSH déficientes
pour la cycline E1 étaient capables de rester plus longtemps dans un état de

quiescence ce qui leur confere une longévité accrue (Jayapal and Kaldis 2013).

D‘autres acteurs de la quiescence ont été proposés comme les récepteurs
d’adhésion cellulaire, tels que la N-Cadhérine, des intégrines, les récepteurs de la voie
TGF-B ou celui de la TPO. Ces récepteurs permettent le maintien en phase GO grace

a leur capacité d’activation de voies permettant I'arrét du cycle cellulaire comme le
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géne suppresseur de tumeur p53, la voie Akt mTOR (Li 2011, Li and Bhatia 2011) et
la voie du TGFB (Cheng, Shen et al. 2001) (Batard, Monier et al. 2000). Les facteurs
de transcription y jouent également un réle comme le facteur HIF-1a qui agit comme
un capteur d’hypoxie, ou encore FoxO, qui est sensible au stress oxydatif. Ces facteurs
permettent la mise au repos des cellules. GATA en est également un acteur, en effet,
une surexpression de GATA-2 induit une quiescence longue des CSH réduisant alors
fortement la prise de greffe chez la souris, mais les mécanismes impliqués sont encore
mal identifiés (Li 2011, Li and Bhatia 2011). Il a également été mis en évidence que
GATA-3 était nécessaire au maintien des CSH_LT et a leur entrée dans le cycle

cellulaire (Ku, Hosoya et al. 2012).

c. L’auto-renouvellement des CSH

L’auto-renouvellement, tout comme la quiescence, est une propriété des CSH
qui permet de maintenir constant leur nombre, que ce soit en conditions
physiologiques ou pathologiques comme lors de traumatismes ou de saignements par
exemple. Ce processus fait intervenir des voies qui affectent le cycle cellulaire. La
surexpression de I'oncogéne bcl-2 entraine une augmentation du nombre de CSH in
vivo chez la souris, mais d’autres voies de signalisation, telles que les voies Notch,
Sonic hedgehog (Shh) et Wnt, sont aussi impliquées (Reya, Morrison et al. 2001,
Reya, Duncan et al. 2003). L’auto-renouvellement implique également des protéines
du cycle cellulaire pour assurer le maintien de 'homéostasie comme les kinases CDK4
et CDK6 dépendantes des cyclines (Hao, Chen et al. 2016).

En plus des voies de signalisation, I'auto-renouvellement est dépendant de

nombreux facteurs de transcription comme Pbx-1, PU.1ou p53 (Wang and Ema 2016).
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2. Les progéniteurs mégacaryocytaires

Les progéniteurs hématopoiétiques représentent le 1er stade de différenciation
cellulaire dans I'hématopoiése. lls se caractérisent fonctionnellement par une forte
capacité de prolifération et par une perte totale des capacités d’auto-renouvellement.
Non identifiables morphologiquement, ils peuvent étre identifiés in vitro a partir de tests
clonogéniques qui permettent, aprés culture en milieu semi solide, d’évaluer leur

capacité a générer les différents lignages hématopoiétiques.

Les CSH perdent progressivement leur potentiel, elles sont a l'origine des
progéniteurs communs, soit lymphoides (CLP) a l'origine des LT et des LB, soit
myéloides (CMP) qui, eux, sont a lorigine des cellules polynucléaires et des
macrophages (Figure 6). Les CMP vont ainsi s’orienter vers les progéniteurs granulo-
monocytaires (GMP) qui donneront a terme naissance au progéniteur bipotent érythro-
mégacaryocytaire (MEP dont la signature phénotypique récemment proposée chez
'Homme est Lin(-)CD34(+)CD38(mid)CD45RA(-)FLT3(-)MPL(+)CD36(-)CD41(-
) (Sanada, Xavier-Ferrucio et al. 2016). Lorsque celui-ci s’oriente dans la voie MK, il
donne naissance a deux familles de progéniteurs spécialisés : les BFU-MK et les CFU-
MK. La premiére est le BFU-MK pour Burst-Forming Unit-Megakaryocyte. Ce sont des
cellules diploides qui, in vitro, donnent des colonies d’aspect irrégulier et qui, lors de
tests clonogéniques, apparaissent aprés 21 jours de culture. La seconde est le CFU-
MK pour Colony-Forming Unit-Megakaryocyte qui apparait aprés 12 jours de culture
et forme des colonies de petite taille. Outre leur reconnaissance morphologique lors
des tests clonogéniques, on peut également les distinguer phénotypiquement. Ces
deux types de progéniteurs sont positifs pour le marqueur CD3, le CFU-MK exprimant
en plus I'antigéne-1 des cellules progénitrices humaines, HPCA-1 et le locus majeur
d'histocompatibilité de classe Il, HLA-DR (Briddell, Brandt et al. 1989).
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3. Les précurseurs mégacaryocytaires

Se différenciant, le potentiel des précurseurs MK va encore se restreindre. lls
perdent ainsi progressivement leur potentiel de prolifération au profit de leur capacité
de maturation. Apparaissent les précurseurs mégacaryocytaires qui sont les premieres
cellules identifiables sur un frottis de moelle osseuse aprés coloration au MGG (May-
Grunwald Giemsa). lls ont été décrits pour la premiére fois en 1890 par Howell. Trois
stades de précurseurs mégacaryocytaires ont été décrits, basés essentiellement sur
des criteres de taille, de quantité de cytoplasme, d’aspect de la chromatine et de
lobulation du noyau. Ces cellules sont rares et représentent moins de 0,05% des
cellules de la moelle osseuse mais sont facilement reconnaissables par leur grande
taille comprise entre 50 et 100 ym de diamétre (Howell 1890, Levine 1980, Levine,
Bunn et al. 1980).

Trois grands stades de précurseurs mégacaryocytaires sont décrits. lls vont
subir des phases de maturation importantes impliquant un remaniement profond de
leur cytosquelette et [lapparition d’organites indispensables aux fonctions
plaquettaires. La maturation des MK fait intervenir deux mécanismes biologiques
quasiment uniques chez les mammiféres, i) 'endomitose, caractérisée par une
duplication du matériel génétique sans division cellulaire aboutissant a I'apparition de
cellules de grande taille, et ii) la formation d’'un réseau intracellulaire de membranes

appelé DMS qui est 'acronyme de « demarcation membrane system ».
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a. Caractéristiques morphologiques des précurseurs

meégacaryocytaires

Les MK dits de stade | ont un diamétre compris entre 10 et 15 uym. Leur noyau
est petit et composé d’un ou deux lobes. Le cytoplasme est faiblement granuleux et
de plus petite taille que le noyau, d’ou un rapport nucléocytoplasmique élevé (Yamada
1957, Levine, Hazzard et al. 1982).

Les MK de stade Il ont un diamétre compris entre 15 et 30 ym. Leur rapport
nucléocytoplasmique diminue. Bien que le noyau se développe et devienne polylobé,
le cytoplasme prend plus d’ampleur, il devient fortement granuleux ; les granules alpha
(a) et denses (6) sont en cours de formation par l'intermédiaire de corps dits
multivésiculaires (Yamada 1957, Levine 1980, Levine, Bunn et al. 1980, Levine,
Hazzard et al. 1982). Le DMS est, a ce stade, en pleine expansion grace a I'apport en
lipides du réticulum endoplasmique et I'appareil de Golgi.

Les MK de stade lll sont les MK dits matures. lls mesurent entre 20 et 50 ym
de diamétre et présentent quatre caractéristiques morphologiques et ultrastructurales
majeures : i) un noyau multilobé de grande taille, ii) un DMS développé, iii) la présence
de granules a et d essentiels aux fonctions plaquettaires et des lysosomes, et iv) une
région sous-membranaire encerclant le MK, dépourvue de granules, et riche en
actomyosine, appelée zone périphérique (ou PZ pour « Peripheral Zone »), (Levine
1980, Levine, Bunn et al. 1980, Levine, Hazzard et al. 1982, Eckly, Heijnen et al. 2014).

La différenciation mégacaryocytaire se caractérise par l'apparition et la
disparition de différents marqueurs a la surface des cellules ce qui permet leur
identification au cours du processus de différenciation et de maturation. Le marqueur
CD34, bien que considéré comme un des marqueurs de la CSH, ne disparait que trés
progressivement au cours de la différenciation. En effet, il se retrouve encore fortement
exprimé au stade des progéniteurs bipotents érythro-mégacaryocytaires (MEP) (Seita
and Weissman 2010) et des MK les plus immatures. Les récepteurs présents a la
surface des plaquettes qui assurent des fonctions clés de 'hémostase apparaissent
successivement : la glycoprotéine (GP) Ilb (appelée aussi CD41 ou intégrine allb)
s’associe a la GPllla (appelée aussi CD61 ou intégrine 33) formant l'intégrine allbp3
est un marqueur apparaissant déja au stade MEP. Bien qu’absent des CSH de la
moelle osseuse adulte, il a été retrouveé sur des CSH de 'embryon lors du passage de

'hématopoiese primitive a définitive (Ferkowicz, Starr et al. 2003, Lacaud and

32



Introduction bibliographique - Physiologie de la Mégacaryopoiése

Kouskoff 2017). Lors de la mise en place des premiéres étapes de I'endomitose,
apparait le complexe GPIb-V-IX (CD42a,b,c,d), récepteur du FW (Debili, Issaad et al.
1992). La tétraspanine CD9 apparait, quant a elle, de maniére plus ou moins

concomitante et est considérée comme un marqueur tardif de la maturation des MK.

b. L’endomitose

L’endomitose est un processus de mitose avortée qui permet une augmentation
du matériel génétique sans division cellulaire conduisant a une polyploidisation des
MK. La ploidie modale des MK dans la moelle osseuse est de 16N, la ploidie pouvant
aller de 2 a 64N voir 128N. Ce processus trés particulier n’est pourtant pas spécifique
des MK. On le retrouve également dans d’autres types cellulaires, notamment dans
les cellules musculaires lisses ou dans les embryons de drosophile (Zimmet, Ladd et
al. 1997). L’endomitose est caractérisée par I'absence d’anaphase B, de télophase et
de cytocinése (Figure 7) (Vitrat, Cohen-Solal et al. 1998, Nagata, Jones et al. 2005,
Raslova, Kauffmann et al. 2007, Mazzi, Lordier et al. 2018). Elle est constituée de deux
grandes étapes: la premiére permet 'augmentation du matériel génétique et la
seconde inhibe la contraction de I'anneau contractile d’actomyosine a l'origine de la

séparation des cellules filles.

La régulation du cycle cellulaire des MK n’est pas encore totalement comprise,
cependant plusieurs pistes ont été étudiées. Parmi les éléments contrélant le cycle
cellulaire, les cyclines et plus particulierement la cycline E et les cyclines D sont
impliquées. Ainsi les travaux de Geng et al. ont montré que les souris KO pour la
cycline E présentaient une faible ploidie (Geng, Yu et al. 2003). La cycline D3, et de
maniére moins importante la cycline D1, sont présentes dans les MK. Elles sont
surexprimées lorsque le récepteur de la thrombopoéitine (TPO), le c-mpl, est activé.
La surexpression des cyclines D1 et D3 dans des modéles murins a permis de générer
des MK avec des niveaux de ploidie plus élevés que ceux des souris exprimant un
niveau basal de cycline D1 et D3. (Sun, Zimmet et al. 2001).

Baccini et al. ont démontré que les protéines inhibitrices des kinases dépendant
des cyclines p21 et p27 régulant le cycle cellulaire, sont vraisemblablement exprimées
dans les MK hyperploides matures supérieurs a 32N. La surexpression de p21 sur des
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MK en culture stoppe le cycle endomitotique et permet une maturation cytoplasmique
avec la formation du DMS (Baccini, Roy et al. 2001).

L’échec de la cytocinése est essentiellement di a un défaut de I'anneau
contractile qui ne permet ni une invagination ni une force de contraction suffisante pour
permettre la séparation des deux cellules filles.

Le facteur de transcription RUNX1 induit la sous-expression de la chaine lourde
lIB de la myosine non musculaire (MYH10), une protéine essentielle pour la scission
des cellules filles lors de la mitose, ce qui favorise 'augmentation de la ploidie en
empéchant les cellules 4N de redevenir 2N (Lordier, Bluteau et al. 2012). |l inhibe
également la voie RhoA/myosine qui est essentielle pour la formation de 'anneau
contractile d'actomyosine. Lors de I'endomitose, il y a alors un défaut d'accumulation
de la myosine et de I'actine F, 'anneau contractile ne peut se former efficacement ce
qui aboutit & un échec de scission entre les cellules filles (Mazzi, Lordier et al. 2018)
(Trakala, Rodriguez-Acebes et al. 2015).

A Cytokinése B G1 § G2 Prophase Metaphase Anaph Teloph Cytok o

< Endomit
Télophase ndomitose
Anaphase

Métaphase

Classical
Mitosis

Prophase

MK
_ Polyploidization

Figure 7 : L’endomitose d’aprés (Edgar and Orr-Weaver 2001) (A) et (Mazzi,
Lordier et al. 2018) (B)

L’endomitose correspond a la multiplication du matériel génétique sans division
cellulaire. Cela implique une modification du cycle cellulaire permettant le passage de
la phase Métaphase directement a la phase G1 sans passage par la cytocinése (A)
D’un point de vue plus dynamique, les chromatides sceurs se séparent lors de la
métaphase, mais la cytocinese ne peut pas étre réalisée du fait d’un défaut de

contraction de I'anneau d’actomyosine. Ceci géneére la polylobulation du noyau.
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c. Le systéme de membranes de démarcation ou DMS

Lors de la maturation du MK, on observe un développement trés important d’'un
réseau de membrane, le DMS. Il constitue une réserve de membrane située a
l'intérieur du MK qui correspond a la membrane des futures plaquettes comme en
atteste sa composition lipidique et protéique (Green, Padula et al. 2020). Des études
en microscopie ont montré, grace a un marquage par du rouge de ruthénium, que ces
membranes étaient en continuité avec I'extérieur (Behnke 1968). Elles s’organisent
sous forme d’invaginations constituant un réseau fortement interconnecté dessinant
des fTlots cytoplasmiques appelés a l'origine « territoires plaquettaires ». Cette
dénomination de DMS provient d’observations effectuées en microscopie électronique
a transmission, qui montraient que le MK présentait de petits territoires cytoplasmiques
de la taille des plaquettes faisant penser a des plaquettes préformées. L'utilisation de
nouvelles technologies de microscopie électronique permettant une reconstitution 3D,
la microscopie a double faisceau (FIB-SEM), a permis de mettre en évidence que le
DMS est en réalité le résultat d’'un empilement membranaire continu (Figure 8) (Eckly,
Heijnen et al. 2014). Ce réseau structuré par le cytosquelette fait intervenir I'actine F
mais est indépendant du réseau de microtubules (Kieffer, Guichard et al. 1987, Boneu
and Cazenave 1997). Des études in vitro, associées a de la microscopie confocale,
ont précisé les mécanismes a l'origine de la formation du DMS. L’inhibition de la
guanosine triphosphate hydrolase Cdc42, par exemple, entraine une déstructuration
du DMS démontrant un lien fonctionnel entre la dynamique de I'actine et la maturation
du DMS (Antkowiak, Viaud et al. 2016). Des techniques combinées de microscopie
électronique et photonique, ont, quant a elles montré que le développement du DMS
semblait se faire grace a I'apport intracellulaire de membrane via des exocytoses de
vésicules venant de l'appareil de Golgi ainsi qu’au niveau membranaire grace a

'invagination de la membrane cytoplasmique (Eckly, Heijnen et al. 2014).

L’'importance du DMS est soulignée dans certaines pathologies. Par exemple,
la dilatation du DMS observée dans des maladies liées a la myosine, et notamment la
chaine lourde IIA de myosine non musculaire MYH9, se traduit par une thrombopénie
et des plaquettes avec une distribution anormale du nombre d’organites (Eckly,
Strassel et al. 2009). Le DMS est également anormalement structuré dans le syndrome

de Bernard-Soulier dG a un déficit d’expression du complexe GPIb-V-I1X. Dans ce cas,

35



Introduction bibliographique - Physiologie de la Mégacaryopoiése

les territoires cytoplasmiques sont plus larges, le DMS apparait dilaté. Ce défaut
entraine alors une thrombopénie et la production de plaquettes de grande taille
(Strassel, Eckly et al. 2009).

Focal Invagination pre-DMS
assembly

Initiation at the pm {0: RER
DMS »  Granules

050 O

g Golgi @D Nucleus

Figure 8 : La formation du DMS d’apreés (Eckly, Heijnen et al. 2014)

Le DMS se forme au cours de la MKP de maniére quasi concomitante avec
l'augmentation de la ploidie. Celui-ci débute par I'apparition d’un point focal sur la
membrane plasmique qui va progressivement former un réseau observable entre les
deux lobes nucléaires que I'on appelle le pré-DMS. Celui-ci se développe alors de plus
en plus et augmente avec la ploidie, puisqu’entre chaque lobe nucléaire apparait un
nouveau pré-DMS qui va se développer alimenté par des vésicules provenant du

Golgi.
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4. Les voies alternatives de la mégacaryopoiése

Des modeles alternatifs de la MKP ont été récemment proposés dans la souris
puis chez 'Homme grace a des approches permettant I'étude des transcrits sur cellule
unique (single cell), associées a des analyses phénotypiques, des tests clonogéniques

et des greffes dans des modéles murins (Zhang, Gao et al. 2018).

Des études de greffe de cellules humaines dans des souris immunodéficientes
ont montré que la CSH est capable de donner naissance, par division symétrique sans
modification du potentiel de différenciation, a des CSH ou de se différencier
directement en précurseurs érythro-mégacaryocytaires par division asymétrique. On

parle ici de voie biaisée de la MKP (Yamamoto, Morita et al. 2013).

En plus de cette voie biaisée, deux modéles alternatifs de la MKP ont été décrits
(Haas, Trumpp et al. 2018).

Le premier modéle est basé sur une séparation de I'ensemble des lignées au
stade des PMP (Figure 6) (Haas, Trumpp et al. 2018). Ce PMP présentant un tropisme
pour la voie mégacaryocytaire est capable de donner directement, dans un modeéle de
greffe, des précurseurs mégacaryocytaires en évitant le passage par les stades CMP
et MEP. (Notta, Zandi et al. 2016, Nishikii, Kurita et al. 2017, Velten, Haas et al. 2017,
Noetzli, French et al. 2019).

Le second modele, dit de Waddington, a mis en évidence une trés grande
hétérogénéité d’expression des transcrits au niveau de la CSH_LT indiquant alors la
présence d’'une CSH a fort pouvoir mégacaryocytaire qui lui permet de se différencier
unilatéralement directement vers les précurseurs mégacaryocytaires en courcircuitant
les étapes classiques précédemment décrites (Haas, Trumpp et al. 2018, Noetzli,
French et al. 2019).

Ces voies alternatives pourraient étre mises en jeu en cas de stress comme lors
d’hémorragie, d’infection ou d’inflammation. Elles permettraient alors de produire des

plaquettes trés rapidement le temps que la voie classique prenne le relais.
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5. De la proplaquette a la plaquette sanguine

Les MK devenus matures émettent in vitro, des proplaquettes (Figure 9A), de
longues extensions cytoplasmiques qui grace a une réorganisation compléte du
réseau membranaire permettent la production des plaquettes. Ces éléments ont été
décrits pour la premiére fois suite a des études de moelle de souris par microscopie
électronique en 1976 (Becker and De Bruyn 1976, Muto 1976).

Les mécanismes d’émission et de structuration des proplaquettes ont
principalement été décrits in vitro sur des MK différenciés en culture. Le rbéle des
microtubules dans l'initiation de I'émission des proplaquettes et leur élongation a pu
étre mis en évidence a l'aide d’un agent chimique comme la vincristine, qui inhibe la
polymérisation des microtubules. L'amplification des proplaquettes est, elle, sous le
contrdle de I'actine comme le montre I'utilisation de la cytochalasine (inhibiteur de la
polymérisation d’actine) qui empéche la ramification des proplaquettes. (Italiano,
Lecine et al. 1999, Thon, Montalvo et al. 2010).

Si I'existence des proplaquettes a été validée in situ par l'utilisation de
microscopes biphotoniques (Junt, Schulze et al. 2007)(Bornert, Boscher et al. 2020),
les mécanismes responsables de leur émission, élongation et fragmentation ne sont
encore que parcellaires. Une étude récente du laboratoire a mis en évidence le role
des microtubules, suite a I'utilisation chez la souris de vincristine, dans l'initiation de
'extension des proplaquettes. Dans cette méme étude, I'équipe a montré que
I'émission des proplaquettes n’était pas un phénomeéne linéaire, comme décrit in vitro,
mais la résultante d’'un équilibre entre extension et rétractation permanente (Bornert,
Boscher et al. 2020).

Une fois libérés, ces éléments vont se remodeler sous l'effet du flux sanguin,
notamment au niveau de la microcirculation pulmonaire. En effet, on a pu observer
dans des modéles murins pour lesquelles la MKP a été stimulée par injection de TPO,
un grand nombre de MK intacts, de fragments de MK et de noyaux de MK dénudés,
sur des coupes histologiques dans les capillaires pulmonaires (Zucker-Franklin and
Philipp 2000). Plus récemment, I'utilisation d’'un microscope bi-photonique a permis de
visualiser in situ par fluorescence directement dans la lumiére des vaisseaux

pulmonaires murins, la génération des plaquettes et leur remodelage (Lefrancais,
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Ortiz-Munoz et al. 2017) qui semble guidé par les forces rencontrées dans le flux
sanguin. Cette hypothése est appuyée par des observations réalisées in vitro et in situ,
qui ont montré que les proplaquettes libérées formaient des éléments appelés des
préplaquettes d’'une taille comprise entre 2 et 10 ym. Celles-ci, subissent des
phénoménes de torsion de leurs microtubules lors de leur passage dans la
microcirculation pulmonaire ce qui favorise leur fragmentation et la libération de
plaquettes discoides d’une taille homogéne de 2 um de diamétre (Figure 9B)
(Handagama, Feldman et al. 1987, Junt, Schulze et al. 2007, Thon, Montalvo et al.
2010).

Une publication toute récente pourrait remettre en question le mécanisme de
production des plaquettes sanguines basé sur la formation des proplaquettes et
propose un mécanisme faisant intervenir la formation de vésicules ou « blebs »
directement a partir du mégacaryocyte mature. Cette proposition bouleverse notre
vision de la thrombopoiése et va étre trés certainement examinée avec grande

attention et mise a I'épreuve par la communauté scientifique (Potts, Farley et al. 2020).

S e i O

Figure 9 : Mégacaryocyte proplaquettaire (A) et remodelage des pré plaquette en

plaquette dans la microcirculation pulmonaire (B) (Image UMR_S1255)

(A) Au terme de la culture in vitro de cellules CD34*, des MK proplaquettaires sont
produits. lls se distinguent, en microscopie optique, par la génération a partir du corps
cellulaire, de fines extensions cytoplasmiques appelées les proplaquettes au bout
desquelles se trouvent de petits bourgeons, les boutons plaquettaires. (B)
Visualisation par immunofluorecence sur des sections de poumon de souris du
remodelage du cytosquelette plaquettaire (tubuline 51 en vert). La couleur bleue

correspond au DAPI.
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6. La plaquette sanguine

Libérées dans la circulation, les plaquettes produites circulent a une numération
comprise entre 150 G/L et 450 G/L. Ce sont les plus petits éléments figurés du sang
d’'un diamétre compris entre 1 et 3 ym (Machlus and ltaliano 2013) (Frojmovic and
Milton 1982, Trowbridge, Martin et al. 1982). Leur demi-vie est de 4 a 5 jours ce qui
nécessite de produire chaque jour un dixieme de la masse plaquettaire, soit environ
100 milliards de plaquettes pour un individu sain de corpulence normale et de sexe
masculin (1,75m, 75kg) (Grossman, Macewan et al. 1960, Boneu, Robert et al. 1982,
Thon, Macleod et al. 2012). Au repos, les plaquettes sanguines ont une forme discoide
soutenue par des anneaux de microtubules (7 a 12 enroulements) qui forment la bande
marginale, essentielle au maintien de leur forme. D’un point de vue ultrastructural, on
définit 3 zones : la bande marginale, le systéme canaliculaire ouvert et les organites
(Behnke and Zelander 1966, Patel-Hett, Richardson et al. 2008) (White and Krivit
1967) (Figure 10).

Systeme canaliculaire
ouvert

Granule o

Granule 6

Microtubules
(Bande Marginal)

Figure 10 : La structure de la plaquette sanguine (Image UMR_S1255)

Image représentative d’une coupe de plaquettes sanguines en microscopie
électronique a transmission. La présence de microtubule aux pdles des plaquettes
permet de maintenir leur forme discoide. La plaquette contient dans son cytoplasme

différents organites participant a I'activation plaquettaire comme les granules a et 0.
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a. Le systéme canaliculaire ouvert

Décrit pour la premiere fois chez le rat en 1967, le systéme canaliculaire ouvert
se compose de cavités en continuité avec la membrane plasmique de la plaquette
(Behnke 1967) (Figure 10). C’est une réserve de membrane pour la plaquette facilitant,
lors de I'activation son changement de forme et le passage de la forme discoide a
sphérique, I'émission de filopodes, I'étalement et I'exocytose des granules
plaquettaires (Selvadurai and Hamilton 2018). Il permet également aux plaquettes de
capter des éléments dans la circulation comme par exemple le fibrinogéne (White and
Escolar 1991) (Handagama, Feldman et al. 1987).

b. Les organites plaquettaires

Il existe trois types de granules plaquettaires qui différent par leur
composition : les granules a, les granules denses ou 0 et les lysosomes. Les granules
sont produits par les MK de stade Il et possédent une origine commune : les
« multivesicular  bodies » (MVB), un sous-groupe d’endosomes tardifs
reconnaissables par la présence dans I'endosome de replis membranaires (Figure 11).
L’anomalie de formation des granules ainsi que I'absence de contenu granulaire sont
a l'origine d’'une pathologie rare appelée maladie du pool vide (Bain and Bhavnani
2011). Un défaut qualitatif et/ou quantitatif, constitutionnel ou acquis en granule a et 9,
induit chez les patients des hémorragies modérées (Fiore, Garcia et al. 2017).

Les granules a sont les éléments intra-plaquettaires les plus représentés, a
raison de 50 a 80 granules a par plaquette, et occupent environ 10% du volume
plaquettaire (Blair and Flaumenhaft 2009). Composés d’éléments protéiques et non
protéiques, ces granules jouent un réle essentiel dans I'hnémostase primaire en
favorisant 'adhérence plaquettaire puisqu’ils constituent une réserve de récepteurs
plaquettaires, tels que le complexe GPIb-V-IX, la GPllb-llla ou la GPVI mobilisables
lors de l'activation plaquettaire (Berger, Masse et al. 1996, Youssefian, Massé et al.
1997, Suzuki, Murasaki et al. 2003). Ces granules jouent aussi un rble dans

I’'hémostase secondaire en apportant des facteurs et co-facteurs de la coagulation tels

41



Introduction bibliographique - Physiologie de la Mégacaryopoiése

que le fibrinogéne, les facteurs V, VII, Xl et Xlll de la coagulation des facteurs de

croissance et des cytokines (Rendu and Brohard-Bohn 2001).

Les granules denses (8) sont facilement reconnaissables en microscopie
électronique a transmission. En effet, la présence dans ces granules d’éléments non
peptidiques, notamment le calcium opaque aux électrons entraine un contraste
important en leur centre (Rendu and Brohard-Bohn 2001). La concentration des divers
constituants de ces granules a été déterminée par des techniques de chimie
analytique. En 1979 déja, Holmsen et al. ont déterminé les concentrations des
principaux constituants : 'ATP (436 mM), 'ADP (653 mM) qui favorise I'activation et
permet de stabiliser le clou plaquettaire (Gachet 2006, Gachet 2008), le
pyrophosphate (326 uM), le calcium (2181 mM) et la sérotonine (65 mM) (Holmsen
and Weiss 1979).

Les lysosomes, tout comme les granules a et 6 denses, proviennent du systeme
endosomal. Il est aujourd’hui admis que les lysosomes, tout comme les granules q,
ont une double origine : 'endosome tardif et la face trans du Golgi (Bowman, Bi-
Karchin et al. 2019). Ces lysosomes se différencient des granules a en microscopie
électronique par une taille inférieure, la présence de corps denses aux électrons, ainsi
qu’un halo transparent sous-membranaire (Sixma, van den Berg et al. 1985). lIs sont
composes essentiellement d’hydrolases permettant la dégradation de nombreuses
protéines ou sucres. Le réle de ces organites, dont le contenu n’est jamais totalement
sécrété méme aprés une stimulation par un agoniste fort (Sédergren, Svensson Holm
et al. 2016), reste pour le moment peu clair, mais ils participeraient a I'élimination des
agrégats plaquettaires circulants grace a la sécrétion d’élastase et de cathepsine G
(Rendu and Brohard-Bohn 2001).
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Figure 11 : Biogenése des granules a, & et des lysosomes d’aprés (Bowman, Bi-
Karchin et al. 2019)

Les granules plaquettaires produits dans les MK de stade Il ont une origine commune.
Tout comme les corps de Weibel —Palade présents dans les cellules endothéliales ou
les mélanosomes, les granules sont produits a partir de l'appareil de Golgi et des
endosomes. Ainsi les lysosomes proviennent de maniere égale de I'appareil de Golgi
et de I'endosome tardif alors que les granules alpha proviennent essentiellement de
I'endosome tardif. Pour ce qui est des granules denses ou delta, leur origine est mal

décrite et proviendrait soit de I'endosome tardif, soit de 'endosome précoce.
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B. Les processus de contréle de la mégacaryopoiese

La MKP régulée tout au long de ces différentes étapes, permet de contréler la
prolifération, 'engagement, la différenciation des CSH en MK matures et la libération
des plaquettes. Physiologiquement de nombreux acteurs interviennent dans le
contréle de la MKP : des cytokines, des facteurs de croissance, des protéines de
matrice, des éléments cellulaires et les contraintes mécaniques. L'ensemble de ces

éléments forment ce que 'on nomme le microenvironnement.

Le microenvironnement est majoritairement composé de cellules
hématopoiétiques et de différents types de cellules stromales (ostéoblastes,
fibroblastes, cellules endothéliales, adipocytes, cellules stromales mésenchymateuses
(CSM). Il est également le lieu d’'interaction entre les éléments cellulaires et ceux de
la matrice extracellulaire qui libérent et séquestrent des chimiokines et des facteurs de
croissance. Cela favorise I'adhésion a la matrice et I'interaction entre cellules, générant

ainsi des contraintes mécaniques.

La moelle osseuse est un tissu hétérogene : on y trouve des gradients de
pression, d’oxygénation, de cytokines, ainsi que divers types cellulaires. Les cellules
souches hématopoiétiques ont besoin d'un environnement propice a leur
développement. Les niches ostéoblastiques ou vasculaires sont des
microenvironnements tissulaires locaux qui maintiennent et régulent les cellules
souches (Morrison and Spradling 2008) et régulent de part des interactions complexes
la différenciation et la maturation de la CSH en MK matures. Il a été mis en évidence
que la MKP est inhibée lorsque I'hypoxie présente au niveau de ces niches est trop
importante et quelle favorise alors la libération de collagéne de type | a partir des
ostéoblaste. D’autre part en condition nhormoxique une interaction des CSH avec des
MSC favorise la production de plaquettes via la voie de signalisation V CAM-1
(Pallotta, Lovett et al. 2009).

Si la production de plaquettes de culture est aujourd’hui réalisable c’est grace
aux connaissances acquises sur le réle des cytokines et des facteurs de transcription
sur la différenciation et la maturation des MK que nous allons maintenant aborder.
Mais l'utilisation de ces différents outils ne permet pas pour le moment, méme en

combinaison de reproduire fidélement les conditions du microenvironnement et ainsi
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d’obtenir in vitro les rendements de production obtenu in vivo. Ce constat encourage
les équipes de recherche a envisager [l'utilisation d’étude sans apriori et notamment

via I'utilisation des technologies omiques afin de trouver de nouveaux acteurs.

1. Les cytokines

Si la TPO joue un rdle primordial dans la MKP, elle n’est pour autant pas la

seule cytokine participant au contrdle de ce processus. (Kaushansky 2006).

a. Les cytokines régulant positivement la MKP

La premiére cytokine a été découverte en 1957 pour sa capacité a interférer
avec la réplication virale (Isaacs and Lindenmann 1957). C’est en 1974, que Cohen et
al. ont défini le terme de cytokine du grec cyto-, la cellule, et —kine, le mouvement,
suite a la mise en évidence d’une substance produite lors de 'infection des fibroblastes
par des particules virales entrainant I'arrét de la migration des macrophages (Cohen,
Bigazzi et al. 1974). Les cytokines agissent comme des médiateurs et elles ne sont
pas que produites par les glandes, mais aussi par des cellules, tels que les leucocytes
inflammatoires et les fibroblastes. Cela les différencie des hormones. Les interleukines
sont un sous-groupe de cytokines sans caractéristique biologique ou structurale

propre. Elles ont été numérotées au fur et a mesure de leur découverte (Figure 12).
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Cytokines CSH Progéniteurs Précurseurs Cellules mature

TPO + + + +
EPO +
LIF + +
SCF + + +
I3 +/- + +
IL6 + +
L9 + +
IL11 + +

GM-CSF +

Figure 12 : Les cytokines régulant positivement la mégacaryopoiése

Un grand nombre de cytokines favorisent la MKP. Certaines, comme la TPO, agissent
tout du long, mais aucune n’est indispensable. C’est 'association de I'ensemble de
ces cytokines qui permet la MKP. Certaines sont plus impliquées dans la
différenciation des MK, comme I'EPO, I'lL-9, le GM-CSF et le SCF, alors que d’autres
participent a la maturation du MK, comme LIF et des interleukines IL-3, IL-6 et I'lL-11.
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i. La cytokine clé de la mégacaryopoiése : la thrombopoiétine

La TPO, codée par le chromosome 3 (Chr 3: 184.37 — 184.38 Mb) est |la cytokine
majeure de la MKP puisqu’il a été montré, suite a la génération d’'une souris déficiente
pour la TPO, qu’elle contrdlait 'ensemble de la MKP de la CSH aux MK différenciés.
Elle a une masse de 37,8 kDa et présente une forte homologie de séquence avec
I'érythropoiétine (EPO). Elle est produite chez I'adulte majoritairement par le foie et
dans une moindre mesure par les reins et cellules mésenchymateuses de la
moelle osseuse (Kaushansky 1998). Son identification suite a la découverte de son
récepteur c-mpl, a permis sa production sous forme recombinante et ainsi I'étude
approfondie de la MKP (Kaushansky 1998). Elle est aujourd’hui utilisée comme
meédicament sous le nom de romiplostim pour le traitement des thrombopénies
(Doobaree, Newland et al. 2019, Yang, Lin et al. 2019).

Le réle de la TPO sur la MKP a été établi dans les souris déficientes, soit pour
la TPO, soit pour son récepteur c-mpl, qui présentent toutes deux une thrombopénie
sévere. (>90%) par rapport a des souris controle. Elle est die a une diminution du
nombre de progéniteur mégacaryocytaires ainsi qu’a un défaut de maturation des MK

et notamment une diminution de leur ploidie (Murone, Carpenter et al. 1998).

Ce reliquat de plaquettes indique malgré tout que la TPO n’est pas la cytokine
exclusive de la MKP. D’autres cytokines, telles que l'interleukine- 6 (IL-6), I'interleukine
-11 (IL-11) ou encore le Leukemia inhibitory factor (LIF), ont depuis été impliquées
(Bunting, Widmer et al. 1997).

ii. Le récepteur dela TPO ou c-mpl

Le récepteur de la TPO ou c-mpl est un homodimére appartenant a la
superfamille des récepteurs aux cytokines. Chaque dimére est composé de deux
domaines CRH (cytokine receptor homology). |l est présent sur toutes les cellules
meégacaryocytaires ainsi que sur les plaquettes (Kuter 2013). La TPO se lie au
domaine CRH le plus distal du récepteur, ce qui entraine un changement de

conformation intra-cytoplasmique et permet le recrutement de protéines kinases, telles
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que Shc et JAK2 au niveau des tyrosines phosphorylées (Drachman, Griffin et al.
1995). Cela permet d’activer de nombreuses voies de signalisation, notamment la voie
JAK/STAT, Ras/MAPKinase, PI3K et PKC, stimulant, 'endomitose favorisant ainsi
grace a une augmentation de la ploidie la maturation du mégacaryocyte et contribuant

ainsi la production de plaquettes (Kuter 2013) (Figure 13).

En 1995 déja, Kuter et al. ont suggéré suite a des expériences chez le lapin,
que la masse plaquettaire influait directement sur la quantité de TPO disponible dans
le sang et régulerait ainsi la MKP (Kuter and Rosenberg 1995). Peu de temps apres,
il avait été mis en évidence que le récepteur c-mpl présent au niveau plaquettaire
permettait I'internalisation et la dégradation de la TPO (Fielder, Hass et al. 1997). Cela
a lieu grace a deux motifs présents dans la partie cytoplasmique du récepteur, box2 et
les motifs dileucine (Dahlen, Broudy et al. 2003). Plus récemment un troisiéme
domaine dans la région cytoplasmique, le domaine YRRL, a été mis en évidence dans
l'internalisation et 'adressage lysosomal induisant la dégradation (Hitchcock, Chen et
al. 2008). Il a également été montré que le c-mpl sialylé des plaquettes jeunes est
progressivement désialylé lors de leur vieillissement. Cette désialylation induit une
diminution de I'affinité de la TPO pour son récepteur, augmentant ainsi la quantité de

TPO circulante et donc la stimulation de la MKP (Grozovsky, Giannini et al. 2015).

La protéine JAK2 (Janus Kinase 2) permet la transduction du signal de c-mpl.
Cette protéine associée a ce récepteur est mutée par une mutation faux sens, dans
certains cas, essentiellement au niveau de I'exon 10. Cette mutation est surtout
retrouvée dans les thrombocytoses héréditaires et dans certains syndromes
myéloprolifératifs. Dans ce dernier cas la mutation la plus fréquente de JAK2
correspond au changement d'une valine en position 617 en phénylalanine
(JAK2V617F). Ces deux types de mutations ont un point en commun, une activation
constitutive de JAK2 responsable du syndrome myéloprolifératif. Des inhibiteurs de
JAK2 ont été développés comme le ruxolitinib indiqué dans la prise en charge des

myélofibroses (Vainchenker, Leroy et al. 2018).
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Figure 13 : Les voie de signalisation du récepteur de la TPO d’aprés (Kuter 2013)

La TPO une fois liee au domaine CRH le plus distal du récepteur, entraine un
changement de conformation intra-cytoplasmique et permet d’activer de nombreuses
voies de signalisation, notamment la voie JAK/STAT, Ras/MAPKinase, PI3K et PKC,

stimulant, la maturation du mégacaryocyte.

iii. Les autres cytokines impliquées dans la mégacaryopoiese

Si la TPO n’est pas la seule a réguler la MKP, c’est la seule a agir tout au long
du processus. Les autres n'ont que des rdles ponctuels plus ou moins synergiques.

On retrouve des facteurs de croissance comme I'EPO, le GM-CSF, le SCF et le
LIF et des interleukines : IL-3, IL-6, I'lL-9, et I'lL-11.

e Facteurs de croissances

L’érythropoiétine ou EPO si elle est, a I'image de la TPO, la cytokine majeure
de I'érythropoiése, intervient également en soutien de la TPO dans la prolifération et

la différenciation des progéniteurs et des précurseurs mégacaryocytaires (Beguin
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1999). Son effet a été rapporté dans la souris aprés injection journaliere d’'EPO
recombinante pendant 1 a 2 semaines entrainant une augmentation de 15% a 30% de
la numération plaquettaire. Toutefois, il faut noter qu’'une administration de fortes
doses d’EPO (80 U/jour) induit une thrombopénie. L'EPO permet donc de stimuler la
production de plaquettes mais a faible dose (Tsukada, Misago et al. 1990, McDonald,
Clift et al. 1992).

Le granulocyte-macrophage colony-stimulating factor ou GM-CSF est
essentiellement produit chez I'adulte par les lymphocytes T. Dans la MKP, il intervient
au niveau des progéniteurs mégacaryocytaires en favorisant leur prolifération. Il a été
montre, au cours des années 90, grace au remplacement du domaine extracellulaire
par celui du récepteur c-mpl que la partie intra-cytoplasmique permet de transmettre
le signal du récepteur de la TPO (Schulz, Krumwieh et al. 1991, Stoffel, Ziegler et al.
1999).

Le stem cell factor ou SCF ou encore KITL pour kit ligand est produit par les
cellules stromales et peut étre produit sous forme soluble ou ancré a la membrane
(Broudy 1997). Il permet I'auto-renouvellement des cellules souches chez 'adulte, lors
de 'hématopoiése et donc la MKP. Utilisé in vitro dans des systémes de culture de
MK, le SCF associé a I'lL-3 ou a la TPO, favorise 'engagement mégacaryocytaire en

augmentant de 20 fois le nombre de précurseurs mégacaryocytaires (Broudy 1997).

Le leukemia inhibitory factor ou LIF est produit lors de 'embryogenése par le
trophoblaste Une administration de LIF ou sa surexpression chez la souris induit une
augmentation de 30% de la numération plaquettaire. Cette cytokine, comme I'IL-6 et
'lL-11, n’agit pas seule, mais en association avec d’autres, (Metcalf 1991, Waring,
Wall et al. 1993, Gainsford, Nandurkar et al. 2000).
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e Interleukines

Les interleukines sont des facteurs solubles de petite taille initialement décrits
pour stimuler I'activité des leucocytes, ils participent également a la croissance des

autres types de cellules et nomment des MK.

L’IL-9 est produite essentiellement par les ostéoblastes et les lymphocytes T.
Elle intervient au niveau de la CSH et des progéniteurs hématopoiétiques en stimulant
leur prolifération et engagement vers la lignée MK (Fujiki, Kimura et al. 2002, Beriou,
Bradshaw et al. 2010, Xiao, Wang et al. 2017).

L’IL-3 et I’ IL-6 agissent elles en association et sont essentiellement produites
par les cellules immunitaires lors d’événements inflammatoires, (arthrite juvénile,
cancers, infections virales) (Nitz, Lokau et al. 2015). L’IL-3 favorise la prolifération de
la CSH et induit une augmentation de 20% de la quantité de plaquettes produites 120
h apres le début d’'une administration journaliére lorsqu’elle est administrée seule chez
la souris, et une augmentation de 61% lorsqu’elle est co-administrée avec I'lL-6. L’effet
de I'lL-3 comme celui de I'lL-6 est réversible puisqu’apres I'arrét de I'administration, la
numération plaquettaire se normalise. Au niveau du mégacaryocyte, I'lL3 permet
d’augmenter sa taille d’environ 18% contre 43% pour I'lL-6 (Carrington, Hill et al. 1991).
L’IL-6, tout comme I'IL-3, sont donc importantes pour la MKP, mais ne sont pas
essentielles. En effet, chez la souris déficiente pour cette protéine, la numération
plaquettaire est normale. Cela sous-entend qu'il existe d’autres voies de signalisation
de compensation permettant la régulation de la numération plaquettaire (Carrington,
Hill et al. 1991).

L’'IL-11 est produite par les cellules stromales de la moelle osseuse. Tout
comme pour I'lL-6, une souris déficiente pour I'lL-11 ne présente pas de défaut au
niveau de la numération plaquettaire (Negahdaripour, Nezafat et al. 2016). Toutefois,
lorsqu’elle est administrée chez la souris et chez 'lHomme, sous le nom de Neumega,
elle permet d’augmenter la quantité de plaquettes produite. Agissant de maniére
synergique avec la TPO, elle permet d’améliorer la prise en charge de maniére
préventive des thrombopénies induites par un ou plusieurs cycles de chimiothérapie.

De plus, I'lL-11 étant une interleukine anti-inflammatoire elle présente lintérét de
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diminuer le risque de déceés chez les patients atteints d’'une thrombopénie associée a

un sepsis (Du and Williams 1997).

b. Les cytokines régulant négativement la mégacaryopoiése

D’autres cytokines ont été mises en évidence dans des modéles murins pour
réguler négativement la MKP qui pourraient ainsi éviter lI'emballement de ce
processus. |l s’agit essentiellement de quatre cytokines : PDGF, PF4, CXCL7 et
TGFB1 (Figure 14).
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Figure 14 : Les régulateurs négatifs de la mégacaryopoiése d’aprés
(Kaushansky 2005)

La régulation de la MKP se fait tout d’abord via la TPO et la régulation de sa
concentration par la masse plaquettaire. Mais d’autres protéines d’origine plaquettaire
comme PDGF, PF4, CXCL7 permettent une régulation négative directe de la MKP.
Alors que le TGFB permet de réguler la MKP en agissant positivement ou

négativement sur la production de TPO par le foie et le rein.
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Le platelet-derived growth factor (PDGF) n’est pas une protéine unique, mais
comprend quatre membres PDGFA, B, C et D. L’ensemble des PDGF est produit par
les cellules mésenchymateuses de la moelle et est ensuite stocké dans les granules
alpha des plaquettes. Une augmentation de la concentration en PDGF induit un
ralentissement de la différentiation des progéniteurs et des précurseurs

meégacaryocytaires (Gary, Sheldon et al. 2013).

Tout comme le PDGF, le transforming growth factor 3-1 (TGFB1) est stocke
dans les granules plaquettaires alpha, mais il est produit par les macrophages et les
astrocytes. Cette protéine est impliquée dans de nombreux processus physiologiques
et pathologiques, comme les cancers, puisqu’elle contrble la croissance et la
prolifération, mais aussi la différenciation cellulaire et 'apoptose. En ce qui concerne
la MKP, le facteur agit sur les organes a l'origine de la production de TPO, le foie et le

rein (Assoian, Komoriya et al. 1983).

Le platelet factor 4 (PF4) également appelé CXCL4, est tout comme le CXCL7,
stocké dans les granules alpha d’ou il est sécrété et est classiquement utilisé comme
un marqueur de I'activation plaquettaire. Une forte concentration plasmatique en PF4
ou en CXCL7 induit un ralentissement de la différenciation des MK surtout au niveau
des progéniteurs et des précurseurs (Majumdar, Gonder et al. 1991, Warkentin 2007).
Il semblerait que les concentrations importantes de PF4 s’opposent a I'effet de la TPO,
puisqu’en bloquant cette chimiokine avec un anticorps spécifique, on retrouve les
effets observés en présence de TPO sans pour autant avoir un effet additif (Lambert,
Rauova et al. 2007, Lambert, Xiao et al. 2011).
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2. Les facteurs de transcription

Des facteurs de transcription tels que GATA-1, FOG-1, RUNX1 et NFE2,
permettent 'engagement et la maturation des MK, mais des études récentes ont mis
en évidence que certains facteurs, comme IKAROS, peuvent étre importants dans la

régulation des premiéres phases de la MKP (Figure 15).

CSH Progéniteurs Précurseurs Cellules matures

Plaquette

CSH MPP CcmMP MEP  Pro mégacaryoblaste Stadel Stade ll Stade lll D

Figure 15 : Les principaux facteurs de transcription impliqués dans la MKP

Les facteurs de transcription impliqués dans la MKP permettent la régulation des CSH
comme l'engagement dans la MKP (RUNX-1) ou la régulation de la prolifération des
MK et leur organisation (GATA-1). D’autres facteurs sont impliqués dans le
remodelage du cytosquelette (NF-E2). Enfin certains facteurs de transcription, comme
FOG ou IKAROS, permettent un rétrocontrble de I'ensemble de ces facteurs de

transcription.
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a. GATA-1

GATA-1 est un facteur essentiel. Il est constitué de deux domaines a doigt de
zinc en N et C terminal et est capable de lier son partenaire FOG-1 via son domaine
N terminal et 'ADN via son domaine C terminal (Shivdasani, Fujiwara et al. 1997,
Balduini and Savoia 2012).

Il est connu pour son réle dans la maturation des globules rouges, mais il est
également exprimé dans d’autres cellules hématopoiétiques, comme les MK. C’est en
1997, avec l'arrivée des souris génétiquement modifiées, que le role de GATA-1 dans
la MKP a été mis en évidence. En effet, les souris KO ainsi générées présentaient une
macrothrombopénie avec une diminution de la numération plaquettaire de 85% par
rapport a des souris témoins. L'origine de cette thrombopénie est centrale et résulte
d’'un défaut de maturation des MK au niveau de la moelle osseuse qui sont peu
développés et de petite taille (Shivdasani, Fujiwara et al. 1997). Les MK présentent
une hyper-prolifération associée a une faible ploidie (2N) et une sous-expression de
génes spécifiques de la lignée MK tels que GPIba, GPIbB ou impliqués au stade final

de production des plaquettes tel que NF-E2 (Vyas, Ault et al. 1999).

L’interaction de GATA-1 avec son cofacteur FOG-1 favorise la transcription du
géne codant pour CD41 (ITGA2B). Une immunoprécipitation de la chromatine a mis
en évidence la présence d’une troisieme protéine au niveau du promoteur, le facteur

de transcription Fli-1 (Wang, Crispino et al. 2002).

Chez 'Homme, l'importance de GATA-1 dans la MKP a été corroborée par
l'identification de mutations chez des patients présentant une thrombopénie
congénitale dans deux pathologies connues sous le nom danémie
dysérythropoiétique et de Béta-thalassémie - thrombocytopénie liée a I'X (Ciovacco,
Raskind et al. 2008).
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b. FOG-1

FOG-1 est un répresseur de GATA-1 auquel il se lie par son domaine en doigt
de zinc N terminal (Balduini and Savoia 2012). Cette liaison induit une augmentation
de I'affinité de GATA1 pour ’ADN (Yu, Niakan et al. 2002). L’association GATA-1/FOG-
1 est essentielle pour la MKP. En effet, la mutation de I'un ou l'autre de ces facteurs
de transcription donne chez la souris une anémie foetale qui dans la majeure partie
des cas est létale ainsi qu’ une diminution de la numération plaquettaire de 85%
(Shivdasani, Fujiwara et al. 1997, Vyas, Ault et al. 1999). Mais dans certains cas
'absence d’association n’est pas en cause et le défaut est di a des mutations au
niveau des domaines a doigt de zinc de ces protéines, des éléments essentiels pour

la liaison a ’ADN.

L’association de FOG-1 et de GATA-1 a peu d’'impact au début de la MKP, mais
est indispensable lors des derniéres étapes. Ainsi, des souris déficientes pour GATA-
1, spécifiquement dans la lignée mégacaryocytaire, possédent des MK relativement
immatures. lls sont de petite taille et présentent un DMS peu développé et un noyau
condensé (Shimizu, Ohneda et al. 2004).

c. RUNX-1

Le runt-related transcription factor 1 ou RUNX1 est un facteur de transcription
de type Core binding factor (CBF) intervenant lors de la bifurcation des MEP vers les
lignées mégacaryocytaire et érythrocytaire et de la maturation des MK (Tracey and
Speck 2000).

La répression de RUNX1 par I'utilisation de shRNA, inhibe la différenciation vers
la lignée érythrocytaire en faveur de la lignée mégacaryocytaire. En effet, des études
sur des souris mutées pour RUNX-1 montrent une diminution de la ploidie et du
développement cytoplasmique des MK ainsi que de la formation des proplaquettes

comme cela avait été démontré pour GATA-1 (Bluteau, Glembotsky et al. 2012).
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Une association entre RUNX1, CBF[3 et GATA-1 a été mise en évidence lors de
'engagement mégacaryocytaire a partir de cellules CD34 (Elagib, Racke et al. 2003).
Par ailleurs RUNX-1, comme décrit dans la section Il. A. 3.b. contribue au processus

d’endomitose en entrainant une diminution de MYH10 (Lordier, Bluteau et al. 2012).

Enfin, RUNX1 est connu pour favoriser la production de plaquettes en réprimant
le Neurogenic locus notch homolog 4 (NOTCH4), impliqué dans le développement
cellulaire. En effet, il a été mis en évidence dans des modéles de culture utilisant des
cellules CD34* de sang de cordon ou des iPSC, qu’une inhibition de NOTCH4 par un
agent chimique ou via une extinction génique améliore la MKP. Cette augmentation
est due a une amélioration de 'engagement mégacaryocytaire puisque 2,8 fois plus
de CFU-MK sont retrouvés lorsque NOTCH4 est inhibé (Li, Jin et al. 2018).

d. NF-E2

NF (nuclear factor)-E2 est un facteur de transcription qui présente la particularité d’étre
impliqué tardivement dans la MKP. C’est un facteur de transcription trés exprimé dans
la lignée mégacaryocytaire et dans la lignée érythrocytaire. Si les souris déficientes
pour NF-E2 présentent des globules rouges microcytaires et une diminution de
’hémoglobine (Shivdasani, Rosenblatt et al. 1995), son rble dans la MKP a
essentiellement été montré au niveau de la maturation finale des MK et de I'extension
des proplaquettes. La thrombopénie observée (numération plaquettaire diminuée par
5) est due a une anomalie de prolifération des progéniteurs hématopoiétiques (Levin,
Peng et al. 1999), qui se traduit ensuite par I'apparition de MK anormaux qui présentent
un DMS désorganisé et un faible de nombre de granules (Shivdasani, Rosenblatt et
al. 1995). Le réle de NF-E2 dans les étapes finales de maturation des MK a été associé
a 'expression de certains génes cibles notamment celle de la tubuline 1, un isotype
de tubuline spécifiqguement mégacaryocytaire impliqué dans la formation de la bande

marginale des plaquettes (Shivdasani 2001).

o7



Introduction bibliographique - Physiologie de la Mégacaryopoiése

e. Autres facteurs

Par ailleurs, une étude transcriptomique récente a mis en évidence I'implication
du facteur de transcription NFIB (nuclear factor I/B) également dans les étapes tardives
de différenciation mégacaryocytaire. En effet, la surexpression de NFIB dans des
cellules CD34* a permis d’améliorer I'expression de marqueurs clés de la MKP tels
que le CD41 et le CD42 aprés 10 jours de culture (Chen, Kostadima et al. 2014).

De méme la recherche de nouveaux acteurs par des techniques sans a priori a
permis d’'impliquer dans les premieres étapes de la MKP le kruppel-type zinc finger
IKAROS. Ce facteur de transcription posséde un domaine a doigt de zinc et est
essentiellement décrit pour son role dans la I'orientation lymphocytaire. Mais en 2013
il a été décrit pour inhiber la différenciation ainsi que la maturation des MK. IKAROS
est capable de lier les facteurs de transcription NOTCH et GATA en régulant
négativement la MKP comme [l'atteste la diminution de I'expression de transcrits
spécifiques de la lignée mégacaryocytaire NF-E2, PF4 ou RUNX1 (Malinge, Thiollier
et al. 2013) (Liu, Li et al. 2018).

On peut également citer TAL1, qui comme AHR appartient a la famille bHLH. Il
se lie en fonction de son partenaire protéique soit a la séquence E box soit a celle du
facteur de transcription GATA. TAL1 est impliqué dans le maintien de la cellules
souche au long terme, il intervient également dans la maturation des MK puisqu’il est
un inhibiteur de la cycline CDKN1A qui joue un réle important dans la ploidisation

(Tijssen, Moreau et al. 2016).
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A. Généralités sur ’'hémostase

L'Hémostase est un ensemble de phénomeénes physiologiques qui concourent
a la prévention et a I'arrét des saignements. Elle participe a la réparation de la bréche
vasculaire et d'une fagon générale, elle assure le maintien de l'intégrité des vaisseaux.

Elle se compose de trois étapes, : 'hémostase primaire, la coagulation et la
fibrinolyse et fait intervenir trois composantes i) le vaisseau et en particulier les cellules
endothéliales, ii) les plaquettes sanguines et les protéines plasmatiques impliquées
dans les voies de la coagulation et enfin iii) les forces hémodynamiques. Des défauts
quantitatifs ou qualitatifs de I'un de ces systemes entrainent un défaut d’hémostase
primaire, de la coagulation ou des deux. Ces anomalies peuvent conduire a des
maladies hémorragiques plus ou moins séveres (Lanza 2006, Nurden, Pillois et al.
2013, Proulle, Strassel et al. 2019). Lors d’'une |ésion vasculaire, les premiéres étapes
mises en jeu qui impliquent principalement les plaquettes sanguines définissent ce que
I'on appelle 'hémostase primaire (Chapin and Hajjar 2015, Koupenova, Kehrel et al.
2017).

Lors d’une lésion vasculaire, I'endothélium Iésé laisse apparaitre une surface
riche en protéines adhésives qui permettent les premieres étapes de capture et
d’adhérence des plaquettes. En présence de flux élevés rencontrés notamment dans
les vaisseaux de petit calibre (artérioles, microcirculation), la premiére étape de
capture et de ralentissement des plaquettes circulantes est assurée par l'interaction
du complexe GPIb-V-IX et de son ligand le facteur Willebrand, une protéine de haut
poids moléculaire qui se dépose sur la surface sous-endothéliale nouvellement
exposeée (Broos, Feys et al. 2011). L’adhérence stable des plaquettes est, quant a elle,
favorisée par plusieurs protéines adhésives comme le collagéne, la fibronectine, les
laminines ou le fibrinogéne qui sont les ligands de récepteurs glycoprotéiques
membranaire de type intégrines (a2p1, a5p1, a6B1, allbp3) (Kasirer-Friede, Kahn et
al. 2007). Cette étape permet également l'interaction de la glycoprotéine (GP) VI avec
son ligand le collagene. Elle enclenche alors une activation plaquettaire soutenue qui
entraine le changement de forme des plaquettes et le recrutement des plaquettes

circulantes nécessaires a la formation du futur agrégat (Best, Senis et al. 2003, Kojima,
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Moroi et al. 2006). D’'une forme discoide, les plaquettes vont devenir sphériques et
émettre des extensions cytoplasmiques, les filopodes, pour favoriser les contacts
plaquettes-plaquettes et enfin s’étaler. Les plaquettes vont sécréter le contenu de leurs
granules tel que I'ADP (Gachet 2008)(Gachet 2006) ou synthétisent des composés
comme le thromboxane A2 (Rendu and Brohard-Bohn 2001). Ces médiateurs solubles
sont les ligands de récepteurs liés a des protéines G (Gq, G12/13, Gi) qui participent au
recrutement des plaquettes circulantes, a I'amplification de I'activation plaquettaire,
pour aboutir finalement a I'activation de I'intégrine allbf3 ou GPIIb-llla (CD41/CD42)
en augmentant son affinité pour le fibrinogéne, et permettre le pontage des plaquettes
pour former le clou plaquettaire (Huang, Ramamurthy et al. 2004, Korbecki,
Baranowska-Bosiacka et al. 2014). Ces étapes entrainent des remaniements
importants de la membrane des plaquettes qui expose des phospholipides chargés
négativement, tels que les phosphatidylsérines, qui ont un réle pro-coagulant. Ce
processus accelére les réactions de coagulation pour aboutir a la génération de
thrombine qui est le plus puissant activateur des plaquettes et également 'enzyme qui
permet la formation de fibrine nécessaire a la consolidation du clou plaquettaire
(Coughlin 2000, Ofosu and Nyarko 2000) (Kahn, Nakanishi-Matsui et al. 1999). Dans
les heures qui suivent et parallelement au processus de cicatrisation de la paroi, la
fibrine est dissoute sous I'action de la plasmine, rétablissant une circulation sanguine

normale (Figure 16).

La formation d’'un agrégat permet de limiter les pertes sanguines lors de
I'hémostase, mais elle peut conduire dans une situation pathologique a I'occlusion d’'un
vaisseau, c’est la thrombose artérielle (Broos, Feys et al. 2011, Holinstat 2017). La
thrombose artérielle est une complication majeure de la maladie athéromateuse
entrainant ischémie et infarctus a la suite de I'occlusion des artéres comme celles du
cceur, du cerveau et des membres inférieurs. Plusieurs médicaments antiplaquettaires
sont utilisés en traitement préventif des évenements thromboemboliques et de
I'athérothrombose comme l'aspirine, un inhibiteur de cyclooxygénase, prévenant la
synthése de thromboxane A2 (Fontana, Zufferey et al. 2014) ou le clopidogrel
(PLAVIX®) une prodrogue qui une fois métabolisée inhibe de fagon irréversible la
fixation de 'ADP au récepteur P2Y12 ce qui inhibe I'amplification de l'agrégation

plaquettaire (Hechler, Cattaneo et al. 2005, Angiolillo, Rollini et al. 2017).
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Figure 16 : Réle de la plaquette sanguine

Lors d’une breche vasculaire, I'exposition du sous-endothélium induit I'exposition de
protéines de matrice telles que le collagéne et le facteur Willebrand. L’exposition de
ces élements permet d'initier 'hémostase primaire en favorisant le ralentissement,
I'adhérence puis la stabilisation des plaquettes. Les plaquettes vont alors s’activer,
changer de forme et libérer le contenu de leurs granules, ce qui permet I'agrégation

plaquettaire et la formation du thrombus stabilisé par un réseau de fibrine.
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B. Les plaquettes de culture

Les plaquettes sont des éléments essentiels pour 'hémostase. Leurs fonctions
adhésives jouent un réle clé dans l'arrét des saignements. Une forte diminution du
nombre de plaquettes (généralement <10-30.10% plaquettes/pl), fréquemment
observée chez les patients soumis a un traitement médical (chimiothérapie,
radiothérapie ou chirurgie de transplantation d'organes) est associée a un risque accru
d'hémorragie sévere. Jusqu'a présent, le seul moyen de contourner ces risques est la
transfusion de plaquettes. L’allongement de la durée vie de la population couplée a la
durée de stockage limitée des plaquettes (7 jours) représentent un défi majeur pour
les centres de transfusion sanguine qui, malgré des tensions logistiques fréquentes,
doivent assurer un approvisionnement adéquat en plaquettes, indemnes de risques
immunitaires, infectieux et inflammatoires. Face a ce besoin croissant et grace au
développement des biotechnologies, des équipes ont développé des systémes de
culture pour la production de plaquettes fonctionnelles, a l'instar de ce qui a été
développé pour les globules rouges (Neildez-Nguyen, Wajcman et al. 2002, Douay
and Giarratana 2005, Giarratana, Kobari et al. 2005, Douay 2012).

Plusieurs laboratoires sont engagés dans ce programme d’envergure au niveau
international (Figure 17). Cependant et malgré leurs efforts, les rendements obtenus
en plaquettes par MK sont encore faibles. En effet, alors qu’'un MK est théoriquement
capable de libérer 1000 a 3000 plaquettes dans la circulation, les meilleurs
rendements de culture font actuellement mention de 100 a 200 plaquettes/MK. Ces
rendements sont malgré tout suffisants pour permettre d’engager des essais cliniques
afin d’évaluer i) la capacité des plaquettes de culture a recirculer chez 'lHomme et ii)

leur durée de vie.

Dans les paragraphes suivants, nous verrons qu’une grande variété de
stratégies ont été utilisées en termes de sources de cellules, méthodes de culture et
dispositifs de libération des plaquettes. Malgré ces différences, un méme plafond
d’efficacité semble avoir été atteint. Pour le dépasser il est encore nécessaire
d’améliorer les connaissances sur les mécanismes moléculaires et cellulaires qui
régulent la MKP et d’engager des partenariats avec des équipes multi-disciplinaires

pour améliorer les dispositifs de libération des plaquettes.
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Figure 17 : Les équipes productrices de plaquettes in vitro dans le monde réalisé

a partir de support disponible sur ServierArt

1. Les sources de cellules et les méthodes d’obtention des progéniteurs

mégacaryocytaires

La production de plaquettes in vitro nécessite comme source de cellules, des
cellules dont les capacités sont proches des CSH produites dans la moelle osseuse
c’est-a-dire des cellules multipotentes et possédant des capacités d’auto-
renouvellement (Partie ). Les principales sont les iPSC (cellules souches pluripotentes
induites) et les progéniteurs CD34*. La production diPSC nécessite une
reprogrammation par I'introduction de vecteurs codant pour un facteur de transcription
lié aux octaméres Oct3/4 (Ben-Shushan, Thompson et al. 1998), pour le facteur de

transcription Sox2 ainsi que pour le Krueppel-like factor 4 (KIf4) qui sont des génes
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impliqués dans le développement des CSH et enfin le proto-oncogéne c-MYC qui lui,
favorise la prolifération et la différenciation des progéniteurs mégacaryocytaires
(Takahashi and Yamanaka 2006, Takahashi, Tanabe et al. 2007).

a. Des iPSC aux progéniteurs mégacaryocytaires

Les cellules iPSC, découvertes en 2006, ont comme caractéristique principale
de pouvoir étre multipliées a l'infini. Elles peuvent se différencier et donner naissance
a tous les types cellulaires d’'un organisme, a I'exception du placenta. Elles sont
obtenues en reprogrammant une cellule somatique différenciée, généralement des
fibroblastes, vers un état de pluripotence. Cette reprogrammation nécessite une
combinaison optimale de facteurs de transcription, initialement Oct3/4, Sox2, Kif4 et c-
Myc a lorigine dune séquence d’événements épigénétiques qui modifient
l'organisation de la chromatine et la méthylation de 'ADN, transformant la cellule
différenciée en cellule pluripotente. D’abord réalisée chez la souris, cette technique a
pu étre appliquée chez ’homme avec une reprogrammation des fibroblastes visibles
en 10 jours (Nakagawa, Koyanagi et al. 2008, Ito, Nakamura et al. 2018, Nakagawa,
Nakamura et al. 2013).

Bien que la culture et le maintien a I'état de cellules souches soit une étape
délicate, les cellules iPSC présentent 'avantage d’avoir une forte capacité proliférative
associée a une importante stabilité cellulaire au cours du temps. Ces cellules
conservent ces propriétés méme aprés décongélation ce qui est un atout pour les

protocoles de thérapie cellulaire.
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b. Méthodes de culture pour obtenir des progéniteurs

meégacaryocytaires

La majeure partie des équipes impliquées dans la production de plaquettes de
culture utilisent comme source de cellules des cellules dérivées d’iPSC. L’obtention de
progéniteurs MK a partir d'iPSC se fait via des méthodes dérivées de celles
initialement utilisées pour la culture des cellules souches embryonnaires (CSE). Elles
permettent dans un premier temps I'obtention de progéniteurs mégacaryocytaires, soit

par une co-culture avec des cellules nourriciéres, soit en présence de cytokines.

Une des premiéres techniques ayant permis l'obtention de plaquettes
fonctionnelles a été la co-culture de CSE avec des cellules de support nourriciéres de
type fibroblastes murins C3H10T1/2 ou de cellules souches mésenchymateuses de
type OP-9. Il a été montré qu’elles favorisaient la différenciation des CSE en MK en
combinaison avec des cytokines (VEGF, TPO...) (Takayama, Nishikii et al. 2008). Une
autre équipe, celle de GJ. Murphy, a quant a elle utilisé du Matrigel (support de culture
composeé d’'un grand nombre de protéines) pour induire la différenciation des iPSC. En
combinaison avec de nombreuses cytokines comprenant VEGF, BMP4, TPO, SCF,
IL-6, EPO, BMGF, ce protocole permet d’induire une expansion importante des
progéniteurs hématopoiétiques et a terme, une différenciation érythrocytaire et

meégacaryocytaire (Smith, Rozelle et al. 2013).

A I'heure actuelle, bien que ces techniques puissent toujours étre utilisées, ces
équipes sont capables de s’affranchir de l'utilisation d’'une lignée cellulaire nourriciére
grace a l'utilisation de cytokines et de composés chimiques ce qui simplifie le
processus et permet d’envisager la production a une échelle industrielle (Feng,
Shabrani et al. 2014, Nakamura, Takayama et al. 2014).

La prochaine partie se focalise sur les différents types de cellules dérivées des
iPSC obtenus par les différentes équipes en vue de produire des MK, i) les MK
immortalisés (imMKCL) et ii) les MK obtenus suite a la surexpression de génes cibles
(MK-FOPs).
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i.  La production de plaquettes in vitro a partir des imMKCL

La faible différenciation des iPSC en progéniteur mégacaryocytaire a conduit
'équipe de Koji Eto a développer des lignées de MK immortalisées ou imMKCL
(immortalized megakaryocyte cell lines) a partir des iPSC de différentes sources
comme des fibroblastes ou des cellules CD34+ de sang de cordon. Dans un premier
temps, les iPSC sont différenciées en MK grace a la surexpression du proto-oncogene
c-MYC et de 'oncogéne BMI1 (B lymphoma Mo-MLYV insertion region 1 homolog) puis
immortalisées grace a l'expression d'un géne anti-apoptotique BCL-XL (B-cell
lymphoma-extra large). Cet ensemble d’étapes a permis de générer la lignée imMKCL
utilisée aujourd’hui par I'équipe pour la production de plaquettes de culture. La
présence dans ces cellules de trois géenes (c-MYC, BMI1 et BCL-XL) sous la
dépendance d’'un promoteur inductible par la doxycycline permet la prolifération des
imMKCL alors que I'absence de cet antibiotique favorise leur maturation (Nakamura,
Takayama et al. 2014, Ito, Nakamura et al. 2018).

C’est en étudiant différentes combinaisons de facteurs de reprogrammation que
'équipe de Koji Eto a mis en évidence le réle de c-MYC dans la différenciation
mégacaryocytaire et la production plaquettaire a partir de cellules iPSC et que cette
méme équipe est parvenue a produire les iIMMKCL. C-MYC promeut I'engagement
des iPSC dans le lignage mégacaryocytaire, en favorisant la prolifération, mais
apparait comme inhibiteur de la production plaquettaire. Toutefois la réactivation
limitée de c-MYC suivie d’'une diminution de son expression permet la transcription de
génes meégacaryocytaires et ainsi améliore la différenciation, le rendement en
plaquettes ainsi que la qualité des plaquettes produites par les iPSC (Takayama,
Nishimura et al. 2010).

Dans ce méme article, les auteurs ont pu montrer que l'origine des cellules
utilisées pour produire les iPSC, puis les imMKCL, influengait la production de
plaquettes in vitro sans pouvoir encore donner d’explications sur les mécanismes mis
en jeu. En effet, les iIMMKCL provenant de fibroblastes et de lymphocytes T présentent
un rendement similaire de 62,5.10% et 75.10% plaquettes/imMKCL, alors qu’il n’est que
de 37,5.10* plaquettes/imMKCL pour ceux provenant de cellules CD34* de sang de
cordon (Ito, Nakamura et al. 2018) soit environ deux fois moins. Comprendre ces
différences permettrait sans doute de pouvoir mettre en lumiére des acteurs importants
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de 'engagement des celles souches dans la voie de la MKP et de la capacité des MK

a produire des plaquettes.

Les capacités de prolifération importante et de maturation des imMKCL ont
permis de produire des plaquettes de culture en quantité suffisante pour les premiéres
analyses fonctionnelles. Les plaquettes ainsi produites sont capables de recirculer
chez le lapin et chez la souris. Concernant les capacités hémostatiques de ces
plaquettes, il a été montré qu’elles permettaient de corriger le temps de saignement

dans un modéle murin (lto, Nakamura et al. 2018).

Les imMKCL servent également d’outils pour I'amélioration des procédés de
production. En effet, elles ont été utilisées dans des expériences de criblage haut débit,
afin d’identifier de nouvelles familles de molécules chimiques qui favoriseraient la
production de plaquettes in vitro. De ces études, 2 composés chimiques ont été
identifiés comme pouvant améliorer la production de plaquettes in vitro, le TCS-359,
un inhibiteur de Flt-3 et Wnt C59, un inhibiteur de la voie Wnt (Seo, Chen et al. 2018).

Enfin les iIMMCKL et plus généralement les iPSC permettent également la
génération de plaquettes de culture dites universelles, c’'est a dire des plaquettes
dépourvues de molécules HLA-I (human leukocyte antigen), responsables de
réactions allo-immunes et d’inefficacité transfusionnelle. L’équipe a généré dans ce
but, des plaquettes déficientes pour la B2 microglobuline, a partir de cellules iPSC,
Une absence d’expression du géne de la 2 microglobuline, permet d’obtenir des
plaquettes négatives pour les principaux antigénes d'histocompatibilité (Feng,
Shabrani et al. 2014).

ii. ~ La production de plaquettes in vitro a partir des MK-FOP

Toujours a partir d’iPSC, I'équipe de Cédric Ghevaert a choisi une autre option
pour obtenir des MK. Il a mis en évidence en 2016 que la surexpression de trois
facteurs de transcription (GATA1, FLI1 et TAL1) permettait de générer des MK a partir
d'iPSC. Cette équipe a également développé une technique de transduction qui

permet d’éliminer un maximum de particules virales et de cellules non-transduites. Les
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MK, baptisés MK-FOP (forward programmed MK), sont obtenus grace aux facteurs de

transcription spécifiques (GATA1, FLI1 et TAL1).

Délais Délais
Temps Temps de
Type Composés | d'obtention | d'obtention L
total culture Rendement Références
cellulaire chimiques IPSC MK
(jours) . . (jours)
Cellules (jours) (jours)
TA-316
(Ito,
SR1 26 jours en
Nakamura et
Inhibiteur deux phases.
75.10* al. 2018)
imMCKLs 77 de ROCK 15 36 Prolifération :
plaquettes/imMCKL (Nakamura,
KP-457 20
Takayama et
doxicicline Maturation: 6
al. 2014)
Bestradiol
C3H10T1/2
(Moreau,
FOP-MK 110 10 10 90 4 - 6 plaquettes/MK Evans et al.
Y-27632 2016)
protamine
sulfate
Tableau 1 : Les principales différences entre les inMCKLS et les FOP-MK
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c. Des progéniteurs hématopoiétiques CD34" aux progéniteurs

meégacaryocytaires

Il existe trois sources principales de progéniteurs hématopoiétiques humains :
la moelle osseuse, le sang de cordon ombilical et le sang périphérique dont on obtient
les cellules CD34" soit en stimulant la moelle osseuse avec du Granulocyte-Colony
Stimulating Factor (G-CSF) pour favoriser la sortie des cellules CD34* dans le sang
périphérique ou a partir de filtres de leuco-déplétion utilisés lors de la préparation des

produits sanguins labiles.

i. Obtention des CD34

En 1984, le premier anticorps anti-CD34 a été généré par Civin et al., ouvrant
la voie a la purification de progéniteurs hématopoiétiques (Civin, Strauss et al. 1984).
La récolte des cellules CD34* repose sur une sélection en présence d’'un anticorps
dirigé contre ce marqueur. Les échantillons utilisés pour réaliser ce tri peuvent étre
obtenus par les techniques évoquées ci-dessus, aprés stimulation par le G-CSF (Au -
Perdomo, Au - Yan et al. 2017) ou a partir des filtres de leuco-déplétion (Peytour,
Villacreces et al. 2013).

ii. Meéthodes de culture pour I'obtention des progéniteurs MK

Actuellement trés peu d’équipes utilisent les progéniteurs hématopoiétiques
CD34* pour la production de plaquettes in vitro. Si 'obtention des cellules est aisée, le
tri des cellules CD34* reste onéreux et leur capacité de multiplication est faible ce qui
limite leur utilisation. Cependant ces cellules ont été a I'origine de la mise au point de
nombreuses techniques de production de plaquettes in vitro soit en co-culture soit a
partir de cocktails de cytokine qui ont été développés et optimisés par de nombreuses
équipes (Feng, Shabrani et al. 2014, Di Buduo, Wray et al. 2015, Blin, Le Goff et al.
2016, Moreau, Evans et al. 2016, Strassel, Brouard et al. 2016, Ito and Ito 2018).
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e Co culture

En 1995 Rafii et al. ont décrit 'importance des cellules endothéliales dans la
prolifération des cellules souches et dans leur engagement dans la MKP. Pour cela,
ils ont réalisé une co-culture de cellules endothéliales de moelle osseuse et de cellules
CD34" en présence de concentrations faibles en cytokines et ce afin d’évaluer I'effet
des cellules endothéliales sur les cellules CD34* (Rafii, Shapiro et al. 1995). Plus
récemment la co-culture de cellules CD34" et de fibroblastes embryonnaires de souris
a permis de générer en 20 jours 25 a 160 MK par CD34" ensemencée dans un milieu
dépourvu de cytokines. Les éléments CD41*CD42b* (GPIIb*GPIba™) produits aprés
20 jours de culture sont fonctionnels in vitro puisque capables d’exposer la P-sélectine
en présence d’agonistes ce qui montre que ces éléments plaquettaires sont capables
de s’activer (Pick, Azzola et al. 2013). Enfin des cellules nourriciéres de type
fibroblastes murins C3H10T1/2 ou de cellules souches mésenchymateuses de type
OP-9 en combinaison avec des cytokines (VEGF, TPO) sont également utilisées dans
la production de plaquettes de culture a partir d'iPSC etil a été montré que ces
combinaisons favorisaient leur engagement vers la lignée mégacaryocytaire
(Takayama, Nishikii et al. 2008).

e Cytokines

L’optimisation des cocktails de cytokines a permis de favoriser I'amplification
des cellules CD34*, leur engagement dans la lignée mégacaryocytaire et la maturation
des MK (Debili, Issaad et al. 1992, Choi, Nichol et al. 1995, Abbonante, Di Buduo et
al. 2016). Il est possible d’obtenir aujourd’hui des plaquettes de culture en 15 jours
avec un rendement de 150 a 200 plaquettes / MK (Di Buduo, Wray et al. 2015, Strassel,
Brouard et al. 2016, Jarocha, Vo et al. 2018, Do Sacramento, Mallo et al. 2020). La
différence de rendement avec les ImMMKCL précédemment décrites est
essentiellement due a l'utilisation d’'une lignée stable qui proliféere indéfiniment et
parvient a se multiplier en 15 a 20 jours par 10 000, contre 2 a 5 fois en 7 jours pour

des cellules primaires CD34*.
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La source des cellules CD34* a prendre en considération est fonction des
protocoles que I'on souhaite développer. En effet, les cellules CD34* provenant de
sang de cordon présentent un pouvoir prolifératif supérieur aux cellules CD34*
provenant de sang périphérique (mobilisé ou non) qui est respectivement de 44 fois et
6,9 fois (Fibbe, Noort et al. 2001). Les cellules issues de moelle osseuse se comportent
quant a elles comme celles du sang périphérique. Par contre, la meilleure capacité
proliférative des cellules issues de sang de cordon est contrebalancée par des
capacités de maturation des MK limitée, alors que les MK dérivés du sang périphérique
ou de la moelle osseuse se différencient trés bien. Cela s’explique par 'immaturité
relative des cellules de sang de cordon par rapport aux cellules CD34" issues de
moelle osseuse ou du sang périphérique (Fibbe, Noort et al. 2001, Di Buduo, Kaplan
et al. 2017, Strassel, Gachet et al. 2018).

Avantages Inconvénients
Cellules CD34+ | Facilement accessible Faible prolifération
Temps de culture court Variabilité inhérente a la cellule primaire

Rendement plaquettaire faible

iPSC Forte capacité de prolifération Durée de culture trés longue
Stabilité dans le temps Modification du génome
Possibilité de congeler en cours de | Locaux spécifiques (laboratoire L3)
différentiation

Rendement plaquettaire élevé

Tableau 2 : Les principales différences entre les cellules CD34+ et les iPSC
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2. Les dispositifs de libération de plaquettes

Plusieurs techniques de libération de plaquettes ont été envisagées. Les
données de la littérature ont mis en évidence une influence du flux et des forces de
cisaillement retrouvées dans les vaisseaux sinusoides et notamment dans la
microcirculation pulmonaire sur la libération des pro-plaquettes et leurs remodelage
en plaquettes (Thon, Mazutis et al. 2014, Lefrancgais, Ortiz-Mufioz et al. 2017, Ito,
Nakamura et al. 2018). Sur la base de ces observations et s’appuyant sur des progrés
de fabrication un certain nombre de laboratoires ont développé différents systemes

microfluidiques biomimétiques ainsi que des bioréacteurs.
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Figure 18 : Principaux dispositifs biomimétiques permettant la libération de

plaquettes in vitro

Les dispositifs microfluidiques de libération des plaquettes sont majoritairement
développés en PDMS et basés sur 'immobilisation des MK au niveau de pores et sur
l'utilisation de flux différentiels (A, B, C) (Nakagawa, Nakamura et al. 2013, Thon,
Mazutis et al. 2014). Les MK peuvent également étre fixés sur des plots de PDMS
recouverts de FW (D) (Blin, Le Goff et al. 2016). Les MK peuvent étre immobilisés
dans une structure en fibres de soie (E) (Tozzi, Laurent et al. 2018). Enfin les
plaquettes sont libérées suite a la génération de force de cisaillement dans des canaux
dédiés (A, B, C, E) ou directement dans la chambre (D).
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a. Systémes microfluidiques biomimétiques

Les systemes microfluidiques ont pour objectif de reproduire les phénoménes
physiologiques. Deux types de systémes microfluidiques ont été développés : les
systémes en 2D mimant la libération plaquettaire au niveau des sinusoides de la
moelle osseuse et ceux en 3D dont le but est de reproduire 'ensemble du processus

allant de la MKP a la libération des plaquettes.

i. Les systémes microfluidiques en 2D

Les systemes 2D utilisent principalement le polydiméthylsiloxane appelé
PDMS, un polymére organo-minéral de la famille des siloxanes. Pour la fabrication du
dispositif microfluidique, le PDMS est mélangé a un agent réticulant versé dans un
moule microstructuré chauffé afin d’obtenir une réplique en élastomére (PDMS

réticulé).

Le premier systéme développé en 2013 par I'équipe japonaise de Koji Eto sous
I'égide de leur entreprise Megakaryon était un systéme composé de deux flux : le
premier permettant de contraindre les MK pro-plaquettaires et le second permettant
de générer des forces de cisaillement et ainsi entrainer la libération des plaquettes. De
maniere plus preécise, le premier dispositif (Figure 18 A) maintient les MK dans des
pores coniques de 8 um de part et d’autre du canal central, alors que le second flux
généré dans le canal central a 90° des deux précédents, permet de générer la force

de cisaillement a I'origine de la libération des plaquettes.

Par la suite I'équipe a proposé une amélioration qui consistait a générer un
angle relatif de 60° entre les deux flux (Figure 18B) ce qui permet d’augmenter
significativement le rendement de libération des plaquettes comparativement au
dispositif (Figure 16A) ou les flux sont a 90° les uns des autres. Le dispositif B permet
de libérer 3,6 fois plus de plaquettes par rapport a une libération spontanée sans
dispositif alors que le dispositif A ne permet de libérer que 1,1 fois plus de plaquettes

que la condition contréle. Les plaquettes ainsi produites sont capables in vitro d’activer
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leur GPlIb-1lla en présence d’'une concentration élevée d’ADP (50 uM) ou de thrombine
(0,5 U/ml) (Nakagawa, Nakamura et al. 2013).

Thon et al. ont concu un dispositif microfluidique sur puce qui présente la
possibilité d’'inclure différents composants rencontrés dans la moelle osseuse. Une
particularité de leur dispositif est de pouvoir incorporer de la microscopie en temps
réel. Les MK proplaquettaires obtenus a partir d'iPSC sont introduits dans le dispositif
par le canal central et soumis a une force de cisaillement de 500 s*' pendant deux
heures. Au fur et a mesure de la libération des plaquettes, celles-ci sont récupérées
dans les deux canaux latéraux, les corps cellulaires des MK sont quant a eux éliminés
par le canal central limitant ainsi le bouchage des pores et du dispositif. Ce dispositif
permet de libérer environ 30 plaquettes/MK (Thon, Mazutis et al. 2014) (Figure 18C).

Une équipe frangaise, PlatOD, a mis au point un systéeme en PDMS constitué
de micro-piliers placés en quinconce et imprégnés de facteur Willebrand (Blin, Le Goff
et al. 2016) (Figure 18D). Ce facteur favorise le ralentissement et la fixation des MK
matures préalablement obtenus par différenciation de cellules CD34* de sang de
cordon. La disposition en quinconce des micro-piliers permet d‘augmenter la
probabilité de contact et ainsi favoriser la fixation des MK dans une zone de stase a
I'arriére du micro-pilier. Une force de cisaillement de 1800 s™! permet alors la formation
d’'une élongation cytoplasmique de type proplaquette puis la plaquette. (Poirault-
Chassac, Nguyen et al. 2013) permettant d’atteindre un rendement de 3 plaquettes/MK
(Blin, Le Goff et al. 2016). Bien que les MK aient interagi avec le FW, ces plaquettes
ne présentent pas de signe d’activation et sont capables de s’activer en présence de
TRAP (Thrombin Receptor Agonist Peptide), un agoniste capable d’induire une
activation de ces plaquettes, puisqu’un changement de conformation de la GPlIb-llla

est observé.

Ces dispositifs microfluidiques présentent comme avantages une production
aisée et grace au PDMS d’autoriser tous types de géométrie. Les flux sont modulables
et ils ont montré une bonne efficacité de libération des plaquettes. Par contre, ils ne
permettent pas de traiter de gros volumes, et méme si aucune contrainte de bonnes
pratiques de fabrication (BPF) ne vient contrarier la production de ce type de systeme,
le traitement exclusivement de petits volumes pourrait limier leur exploitation pour la

production de plaquettes a plus large échelle.
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ii. Les systémes microfluidiques en 3D utilisant des biomatériaux

En paralléle des systéemes évoqués plus haut, la plupart des équipes ont
développé I'utilisation de biomimétiques. Mimant une structure 3D, les biomatériaux
permettent de se rapprocher des paramétres biologiques de la moelle osseuse. On
peut notamment dans un systeme en 3D mimer les interactions cellule/cellule ou

cellule/environnement.

L’équipe de Lasky a montré que la culture de CSH au sein de biomatériaux
synthétiques (polyester ou hydrogels recouverts de TPO ou fribronectine) permet
d’augmenter les rendements de production plaquettaire (Sullenbarger, Bahng et al.
2009). Cette méme équipe a comparé une culture 2D classique a un systéme 3D et
montré une durée de culture des cellules CD34* de sang de cordon de 24 jours en 3D
contre 10 pour un dispositif 2D. Toutefois le dispositif 3D permet d’améliorer le
rendement a 10 plaquettes/MK contre 0,8 plaquette par MK pour la culture 2D. lls ont
également caractérisé les plaquettes ainsi générées et ont mis en évidence qu’elles
sont capables, suite a une stimulation par la thrombine, de former des agrégats et
d’exposer la P-sélectine a leur surface (Sullenbarger, Bahng et al. 2009). Ce dispositif
de production ne permet pas de s’affranchir de tissus nourriciers ce qui est un

désavantage pour une production a grande échelle.

D’autres équipes ont utilisé des biomatériaux biologiques composés de
polysaccharides naturels comme les hydrogels de polysaccharides. La taille des pores
ainsi que la porosité de ces hydrogels peuvent étre fagonnées de telle sorte que
'hydrogel soit favorable a la culture et la différenciation de cellules in vitro
(Sullenbarger, Bahng et al. 2009).

L’équipe de Letourneur a également rapporté la possibilité de réaliser une
différenciation des CSH dans des hydrogels ce qui permet d’améliorer la
différenciation en MK (Pietrzyk-Nivau, Poirault-Chassac et al. 2015), 'amélioration de
cette technique par I'équipe de C. Léon est plus propice a la maturation des MK
(Aguilar, Pertuy et al. 2016, Aguilar, Boscher et al. 2018).
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La plus avancée dans ce domaine des biomatériaux est sans contexte I'équipe
d’A. Balduini. Elle a développé un dispositif en 3D en fibres de soie, un élément inerte
pouvant facilement étre utilisé pour une production de grade pharmaceutique puisqu’il
est approuvé par la FDA (Food and Drug Administration) (Figure 18E). Ce systéme
modélise I'environnement médullaire a proximité des sinusoides. |l s’agit d’'un matériau
dont la structure est similaire a celle d’'une éponge dont la porosité et les canaux
miment I'environnement médullaire. Le modéle présenté utilise des MK dérivés de
cellules CD34* de sang de cordon qui sont intégrés au systeme lorsqu’ils sont a I'état
de progéniteur mégacaryocytaires. La lumiére de la fibre est perfusée avec un deébit
de 10 uL/min pendant 6 heures. Les MK émettent alors des proplaquettes a travers
les pores et sous l'effet du flux appliqué les plaquettes sont libérées. Il est important
de mentionner que ce systéme peut intégrer des cellules endothéliales pour se mettre
au plus prés des conditions physiologiques. La libération de plaquettes augmente avec
le nombre de canaux ainsi 0,27 plaquette/MK sont libérées lorsque 3 canaux
traversent 'éponge de soie alors que 1,27 plaquettes/MK sont libérées lorsqu’il y en a
7. La majorité des corps nucléaires des MK restent dans la matrice de soie ce qui
permet de faciliter I'étape de purification des plaquettes de culture. Les plaquettes ainsi
produites présentent la capacité de s’activer via un changement de conformation de la
GPllIb-lllla en présence de 3 U/mL de thrombine (Tozzi, Laurent et al. 2018).
L’utilisation d’'un matériau approuvé par la FDA, la possibilité de produire des éponges
de taille plus importante ainsi que le fait que ce dispositif puisse étre autoclavé, sont
des avantages significatifs pour ce dispositif. Toutefois, le rendement de ce dispositif

reste faible.

Enfin une technologie permettant de générer des forces de cisaillement basées
sur des membranes en nanofibres a été développée par Avanzi et al. lIs ont assemblé
un bioréacteur capable de produire étape par étape des plaquettes a partir de cellules
CD34* provenant de sang de cordon ombilical avec un rendement de 100

plaquettes/MK (Avanzi, Oluwadara et al. 2016).
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b. Le bioréacteur : une approche a grande échelle

L’étude des capacités hémostatiques qui permettraient de valider définitivement
les plaquettes in vitro en vue de leur transfusion chez ’lhomme nécessite de pouvoir
les produire en grande quantité. Les grands volumes de culture, la nécessité d’'un
dispositif de production stérile de bout en bout, le colt d’une telle production font
qu’aujourd’hui une seule équipe a été en mesure de présenter un bioréacteur de grade
clinique.

C’est dans cette optique que I'équipe de K. Eto s’est basée sur un tout autre
modele, se basant sur la génération de flux turbulents, et a pour cela créé le
bioréacteur VerMES (Figure 19). Ce bioréacteur permet de réaliser a la fois la culture
des IMMKCL et la libération des plaquettes. D’'une capacité pouvant atteindre 8 litres,
il permet d’éliminer une étape critique du processus, le transfert entre le dispositif de
culture et le dispositif de libération. Ce dispositif permet de libérer 70-80 plaquettes/MK
soit, une fois couplé a la capacité de prolifération des imMKCL, une production de prés
de 75.10% plaquettes/imMKCL. Pour cela il est nécessaire que la course du piston soit
de 40 mm avec une vitesse verticale de 150 mm/s, ce qui génére une énergie
turbulente comprise entre 0.002-0.014 m?/s? favorisant la culture et des contraintes
de cisaillement comprises entre 0.4—-3.0 Pa permettant la libération plaquettaire. Apres
6 jours de culture, une réduction de volume est réalisée par filtration en fibres creuses,
puis les imMKCL résiduels sont éliminés par centrifugation et les plaquettes in vitro
sont ainsi purifiées. La caractérisation de ces plaquettes a permis de mettre en
évidence leur capacité a circuler chez I'animal ainsi que leur fonctionnalité in vivo et in

vitro (Ito, Nakamura et al. 2018).
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MOTION ' MOTION ‘

Figure 19 : Le dispositif VerMES

Représentation schématique des forces fluidique présente au sein du bioréacteur
VerMes développé par I'équipe de K. Eto pour la culture a grande échelle de plaquette

in vitro a partir de imMCKLSs.

3. Validation des plaquettes in vitro

La production de plaquettes de culture a visée transfusionnelle implique de
définir les essais préalables a réaliser afin de caractériser au mieux le produit in vitro

et in vivo.

Concernant les tests in vitro, on peut réaliser une étude de la morphologie par
microscopie électronique des éléments cellulaires produits ce qui permet de
déterminer, en plus de la taille des éléments plaquettaires, la présence ainsi que le
I'organisation des microtubules présents au niveau des péles plaquettaires. De plus,
cette technique permet la quantification des organites plaquettaires (granule a, granule
0 et les corps multi vésiculaire) ainsi qu’une appréciation de leur contenu. La
microscopie a fluorescence peut également étre utilisée pour déterminer la taille des
plaquettes, la présence de I'anneau de microtubules ainsi que déterminer le contenu

granulaire (Aguilar, Weber et al. 2019, Proulle, Strassel et al. 2019).
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La caractérisation des récepteurs plaquettaires essentiels a I'hémostase
primaire peut étre effectuée sur de faibles quantités de matériel par cytométrie en flux.
On procédera notamment a la quantification des différents constituants du complexe
GPIb-V-IX, mais aussi de la GPlIb-llla, de la GPVI, ou encore du CD9 (Kraft, Drechsler
et al. 2015). La cytométrie en flux permet également, suite a une activation par un
agoniste plaquettaire comme la thrombine, la détection de la P-sélectine ou du
changement de conformation de la GPllb-llla, des témoins de I'activabilité des

plaquettes (Do Sacramento, Mallo et al. 2020).

Une étude plus globale de la fonctionnalité plaquettaire peut étre effectuée par
I'étude de I'agrégation plaquettaire en réponse a différents agonistes tels que 'ADP,
la thrombine, I'acide arachidonique ou le thromboxane A2 (De Cuyper, Meinders et al.
2013).

Pour caractériser leurs fonctions in vivo, deux tests sont utilisés, d’une part
'étude de leur capacité a recirculer suite a leur transfusion dans une souris
immunodéficiente et d’autre part I'analyse de leurs propriétés hémostatiques. On
pourrait également mettre en place chez la souris le méme test que celui qui sera
effectué chez 'Homme c'est-a-dire un marquage des plaquettes a I'In'''. Les
plaquettes humaines ainsi marquées peuvent étre quantifiées a tout moment tout en
pouvant permettre la localisation des plaquettes dans I'organisme par Tomographie

par Emission de Positrons (Takahashi, Ohyanagi et al. 2005).

Enfin la fonctionnalité in vivo de ces plaquettes de culture peut étre évaluée par
mesure du temps de saignement aprés transfusion a une souris immunodéficiente
rendue thrombopénique. Actuellement, seules les équipes de K. Eto et C. Strassel
(article 1) ont pu réaliser une étude exhaustive de la qualité des plaquettes de culture
produite en analysant leur morphologie, leurs fonctions in vitro, leur capacité a
recirculer ainsi que leur propriété hémostatique (lto, Nakamura et al. 2018, Do

Sacramento, Mallo et al. 2020).
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Le laboratoire a comme thématique principale I'étude de la biologie et de la
pharmacologie des plaquettes sanguines, et ce, dans un contexte d’hémostase, de
thrombose et de transfusion. Les études sont menées par deux équipes, I'une
focalisée sur 'hémostase et la thrombose et 'autre, dans laquelle je me suis inscrit,
est centrée sur I'étude des mécanismes moléculaires et cellulaires qui régulent les

différentes étapes de la mégacaryoopoiése.

A mon arrivé au laboratoire, ayant pour perspective la production de plaquettes
de culture, I'équipe cherchait a améliorer les phases de différenciation et de maturation
des MK qu’ils obtenaient a partir de progéniteurs hématopoiétiques humains dérivés
du sang périphérique, les cellules CD34+. En utilisant le composé chimique
Stemregenin-1 (SR1), un antagoniste de I'’AHR, initialement décrit pour améliorer la
prolifération des cellules CD34" (Boitano, Wang et al. 2010), ils ont de maniére
inattendue obtenu dans leurs conditions de culture, non pas une prolifération accrue
des cellules CD34+, mais une augmentation significative (X3) de la production de
plaquettes. Analysant les cellules issues de la culture a différentes étapes pour
comprendre I'action de SR1, ils ont identifié, aprés 10 jours de culture, une population
de progéniteurs MK hautement compétents pour la production de plaquettes exprimant
le marqueur CD34 tout en exprimant faiblement le marqueur CD41 (GPlIIb)
(CD34*CD41'°%). Cette population qui représentait environ 40% des cellules présentes
dans la culture permettait d’atteindre le rendement de 150 a 200 plaquettes/CD34. Ce
rendement qui les placait dans les meilleurs rendements publiés a motivé la protection
de la méthode de culture par un brevet (N°:FR1557020- Date de priorite 2015,
Extension en Europe, US, Canada, Chine, Japon, Australie et Inde). Il leur a également
permis d’envisager une preuve de concept chez 'Homme visant a démontrer la
capacité des plaquettes produites a recirculer et a en mesurer leur durée de vie. Pour
mener a bien cet essai, la transfusion de plaquettes de culture équivalente a 1% de la
masse plaquettaire du receveur est nécessaire. C’est donc la volonté de réaliser cette

preuve de concept qui a initi€ mon projet de thése.

En effet, la mise en place de cet essai nécessitait i) une mise en adéquation
des méthodes développées avec des procédés de production a grande échelle
répondant aux normes des Bonnes Pratiques de Fabrication (BPF) et ii) de démontrer

que les plaquettes produites étaient comparables a des plaquettes natives en termes
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de qualité et de fonction, un critére indispensable a leur utilisation a des fins

transfusionnelles.

Pour atteindre cet objectif, la culture devra répondre aux prérequis de
l'industrialisation que sont : la simplicité, la robustesse et 'automatisation du procedé
associés a un co(t de production raisonnable. Atteindre un tel niveau de production
nécessite de lever encore certains obstacles technologiques et cognitifs. Notre groupe
a décidé de porter son effort sur la prolifération des cellules CD34", qui n’est
actuellement que de 5 fois entre JO et J7 et la maturation des MK qui n’est pas
optimale, le DMS étant encore peu développé et la ploidie faible. Améliorer ces étapes
nécessite une compréhension fine des mécanismes qui gouvernent la différenciation
et la maturation des MK a partir des progéniteurs hématopoiétiques.

Dans ce but, le premier objectif que j'ai poursuivi a été I'étude des mécanismes
dépendants de I'AHR, qui permettent I'émergence de la population d’intérét
CD34*CD41'% en réponse a SR1. Devant 'immaturité de la population CD34*CD41'ow
et I'analyse de la littérature, nous nous sommes focalisés sur le réle du facteur de
transcription IKAROS (IKZF1). En effet, il a été décrit comme exercant un contréle
négatif sur la MKP en dérégulant I'expression de certains facteurs de transcription
comme GATA-1 (Malinge, Thiollier et al. 2013) et a été montré comme un partenaire
de 'AHR. J'ai donc étudié son réle en réponse a SR1 dans I'émergence de la
population CD34*CD41'°% & [laide d'outils pharmacologiques, de techniques
d’extinction de génes, d’analyses de transcrits, de cytométrie en flux et de microscopie
confocale.

Le second objectif qui m’a été confié a été I'étude morphologique et
fonctionnelle des plaquettes de culture. L’analyse morphologique a été réalisée par
microscopie optique et électronique a transmission. Enfin, 'analyse fonctionnelle a été
réalisée in vitro et in vivo. In vitro, en analysant i) la capacité des plaquettes a agréger
en réponse a différents agonistes, grace aux tests de turbidimétrie (voir paragraphe
IV. B. 3. Validation des plaquettes in vitro) et ii) la capacité de la GPlIb-Illa a changer
de conformation pour lier le fibrinogéne par cytométrie en flux. Les études in vivo ont
été réalisées dans des souris immunodéficientes de type NSG, prétraitées au
clodronate. Nous avons i) analysé la capacité des plaquettes de culture a recirculer

aprés transfusion et ii) évalué leurs capacités hémostatiques.
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Le troisieme objectif que je ne pourrai pas développer pleinement pour des
raisons de confidentialité a été de participer a la montée en échelle de la production
de plaquettes, la mise en adéquation avec les normes BPF et le transfert de notre
technologie de production des plaquettes de culture sur la plateforme de Médicaments
de Thérapie Innovante (MTI) de Besangon, suite a I'obtention du statut de MTI qu’ont

obtenu les plaquettes de culture pour réaliser cette preuve de concept.

Montée en échelle. Pour développer cet aspect, j’ai utilisé différents contenants allant
de boites de culture de différentes surfaces a l'utilisation de poches de différents
volumes. Il m’a fallu trouver les meilleures conditions de culture qui combinaient a la
fois la conservation du rendement de 150 plaquettes/CD34 et la fonctionnalité des

plaquettes.

Mise aux normes BPF. Pour que le systéme de production réponde aux normes BPF
je me suis servi de mes connaissances acquises lors de mes études de pharmacie et
jai interagi avec différents acteurs de la transfusion de notre établissement et
notamment le service de préparation dirigé par H. Isola. Pour ne pas rompre la stérilité,
jai rendu le systéme « clos », c’est-a-dire que de I'obtention des cellules CD34+ a la
libération des plaquettes, il n’y a jamais de contact avec I'air ambiant. Pour cela j’ai d{
adapter i) des systémes de reconstitution et de transfert des milieux, ii) les étapes de
centrifugation et de concentration des cellules et iii) les contenants réceptionnant les

plaquettes de culture.

Transfert sur la plateforme MTI. Pour réaliser le transfert de notre technologie, je me
suis rendu plusieurs fois sur la plateforme MTI de Besangon pour permettre aux
equipes de la plateforme d’appréhender au mieux le procédeé et la qualification des

différentes étapes.

Enfin, lors de ma thése, j’ai eu la chance de participer au développement d’'un dispositif
de libération des plaquettes en collaboration avec Yannick Knapp, un enseignant
chercheur en mécanique des fluides, de l'université d’Aix Marseille Avignon, que nous
avons breveté (brevet déposé en 2019 FR 1911303). J’ai ainsi pu participer activement
aux différentes phases du développement de ce dispositif allant de sa conception en

laboratoire a sa production industrielle par la société Saint-Gobain.
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A. L’interaction entre AHR et IKAROS, une nouvelle voie pharmacologique non
canonique de AHR, essentielle a la production de plaquettes in vitro

Publication n° 1 :

AHR:IKAROS interaction promotes platelet biogenesis by inhibiting AHR

transcriptional activity in response to SR1

Do Sacramento V*', Mallo L*', Gachet C', Chan S2, Lanza F', de La Salle H' and
Strassel C'.

*Both authors contributed equally to this study and were considered as co-first authors

'Université de Strasbourg, INSERM, EFS-Grand Est, BPPS UMR_S1225, FMTS, F-
67000 Strasbourg, France

2Institut de Génétique et de Biologie Moléculaire et Cellulaire (IGBMC), INSERM U964,
CNRS UMR 7104, Université de Strasbourg, 67404 llikirch, France.

B. Caractérisation morphologique et fonctionnelle des plaquettes produites in
vitro

Publication 2 :

Functional properties of human platelets derived in vitro from CD34"* cells

Do Sacramento V, Mallo L, Freund M, Eckly A, Hechler B, Mangin P, Lanza F, Gachet
C, Strassel C

Université de Strasbourg, INSERM, EFS-Grand Est, BPPS UMR_S1225, FMTS, F-
67000 Strasbourg, France
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A. Linteraction entre AHR et IKAROS, une nouvelle voie
pharmacologique non canonique de AHR, essentielle a la production

de plaquette in vitro

Introduction

La compréhension d mécanismes moléculaires et cellulaires qui gouvernent les
différentes étapes de la MKP est essentielle pour pouvoir produire a terme des
plaquettes de culture. Les laboratoires qui développent des plaquettes de culture
semblent tous aujourd’hui stagner a un chiffre de 100 a 200 plaquettes libérées par
MK alors que les MK in situ sont théoriquement capables de générer 1000 a 3000
plaquettes/MK (Strassel, Brouard et al. 2016, Strassel, Gachet et al. 2018). Des
améliorations aussi bien cognitives que technologiques doivent encore étre réalisées

pour espérer faire un jour des plaquettes de culture un substitut transfusionnel.

Lors de l'optimisation des différentes phases de culture, I'équipe a mis en
évidence, que I'ajout de SR1 dans le milieu de culture, tout comme la co-culture des
cellules CD34* avec des cellules stromales mésenchymateuse (MSC) permettaient
I'émergence de précurseurs mégacaryoblastiques (CD34*CD41'°%) possédant un
potentiel plaquettaire important, améliorant ainsi par trois le rendement de plaquettes
produites in vitro (Strassel, Brouard et al. 2016). L’objectif du travail qui m’a été confié
était de mettre en lumiére les mécanismes mis en jeu dans I'émergence de la
population CD34*CD41'°" suite a la modulation de 'AHR par SR1.

Le travail a abouti a un manuscrit qui est en cours de préparation et que nous
présentons ci-dessous en format de « lettre » que nous souhaitons soumettre a la

revue Haematologica.
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Blood platelets are efficiently generated in vivo from bone marrow megakaryocytes
(MKs), where each MK produces 2000-3000 platelets. However, despite recent
progress, platelet production is only reproduced with low efficiency under in vitro
culture conditions. In view of the increasing demand for platelet concentrates free of
infectious, inflammatory and immune risks, the production of cultured platelets is
desirable but still needs to be greatly improved to yield a promising transfusion product
(Strassel, Gachet et al. 2018). It is therefore of upmost importance to fully clarify the

molecular and cellular mechanisms underlying platelet biogenesis.

Megakaryopoiesis is a hierarchised and complex process where haematopoietic stem
cells (HSCs) differentiate to give rise to megakaryocytic progenitors, which further
differentiate into mature MKs capable of extending cytoplasmic protrusions into the
sinusoid vessels to release platelets under flow (Machlus and lItaliano 2013). These
successive cell fate decisions are under the coordination of an array of extrinsic factors
— differentiation or growth factors, small metabolites and stromal mesenchymal cells
(MSCs) — and intrinsic transcription factors (TFs) (Moreau, Evans et al. 2016; Dalby,
Ballester-Beltran et al. 2018; Moreau, Evans et al. 2018). In a previous study, we
reported that the aryl hydrocarbon receptor (AHR) antagonist stem regenin 1 (SR1)
favours the expansion of a specific population of progenitors, phenotypically defined
as CD34*CD41'v cells, which have an enhanced potential to generate mature MKs.
This enabled us to obtain a yield of 150-200 platelets/MK (Strassel, Brouard et al.
2016). At this point in time, the AHR-dependent mechanisms involved in promoting this

specific population nevertheless remain unresolved.

The observation that CD34*CD41'°" cells harbour signs of an immature state,
illustrated by their low DMS amplification and ploidy (Strassel, Brouard et al. 2016),
raised the hypothesis that MK differentiation is downregulated at a transcriptional level
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through SR1-modulated AHR. A number of haematopoietic TFs have been found to
promote or favour MK progenitor differentiation, MK maturation and platelet formation,
including GATA-1, friend of GATA-1 (FOG-1, ZFPM1), Fli-1, RUNX-1 and NF-E2
(Tijssen, Moreau et al. 2016). These TFs have also been described to promote the
expression of megakaryocytic receptors (Moreau, Evans et al. 2016; Dalby, Ballester-
Beltran et al. 2018; Moreau, Evans et al. 2018). In contrast, IKAROS (IKZF1), which
belongs to a zing-finger protein family important for early lymphocyte development, has
been shown to exert a repressor effect on MK differentiation and to restrain terminal
MK maturation (Malinge, Thiollier et al. 2013; Liu, Li et al. 2018). This effect is thought
to result from its interaction with a network of TFs and TF-associated proteins including
GATA, NF-E2 and ZFPM1. Interestingly, it was recently observed that IKAROS
negatively regulates the immune response of the gut by interacting with AHR. These
findings suggested that IKZF1 could represent a molecular link in the expansion of

CD34*CD41'¥ cells in response to the AHR antagonist SR1 (Li, Heller et al. 2016).

To test this hypothesis, we first refined the phenotype of the CD34*CD41"°% cells.
Positivity for CD34, a marker of haematopoietic progenitors, coupled to low expression
of CD41, a reliable marker of the early steps of megakaryopoiesis, led us to additionally
include the tetraspanin CD9, a marker of mature MKs, as a possible differentiation
criterion (Clay, Rubinstein et al. 2001). Flow cytometric analysis of CD9 expression
within the CD34*CD41'°% population allowed us to distinguish two subpopulations:
CD34*CD41'°%CD9* and CD34*CD41'°“CD9- cells (Fig. 1Ai), representing 41.4+0.6%
and 58.3+0.7% of the CD34*CD41'¥ cells, respectively (Fig. 1Aii). We then evaluated
the capacities of these subpopulations to produce mature MKs and platelets upon
culture in the presence of TPO and SR1 (Fig. 1Bi), as described previously by our

group (Strassel, Brouard et al. 2016). Whereas less than 10% of CD34*CD41'°*CD9*
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-derived MKs exhibited proplatelets, this proportion rose to more than 90% when MKs
were derived from CD34*CD41'°"CD9- cells (Fig. 1Bii) and was accompanied by a
dramatic difference in platelet production between the two subpopulations
(0.6+0.1x108/well vs. 1.85+0.3x108/well, respectively) (Fig. 1Biii). The latter yield
represented a slightly higher efficiency than that of the whole CD34*CD41'°*“population
(1.39+0.24x10° platelets/well), suggesting a negative effect of the CD9* subset on the
potential of the CD9- subset to support platelet production. Taking this newly defined
CD34*CD41'°“CD9- subpopulation as the population of interest (POI), we then
investigated the role of IKAROS in its expansion. qRT-PCR analysis of the POI as
compared to mature MKs (MMKs), phenotypically characterized as CD34-CD41",
revealed a reduced level of expression of a number of IKZF1 target genes (ZFPM2,
CD9, PF4, GPIBA, GATA1, NFE2), in keeping with the hypothesis of a role of IKZF1

in the negative regulation of megakaryopoiesis (Fig. S1).

We next analysed IKZF1 expression in the POI by flow cytometry and observed a 4.5-
fold higher expression as compared to MMKs (134.3+5.9 vs. 29.3%1.2 MFI,
respectively) (Fig. 1Ci, ii), pointing to a functional involvement of IKZF1 in the
differentiation and expansion of the POl upon treatment with SR1. This hypothesis was
evaluated using complementary gene silencing and pharmacological approaches.
Firstly, IKZF1 was knocked down with a specific ShRNA lentivirally transduced into
CD34" cells. A 75% decrease in IKZF1 expression was reached on day 10 in the test
cells as compared to cells transduced with a scrambled shRNA (17.4+2.2% vs.
68.5+20.2% expression, respectively) (Fig. 2A), resulting in a 3-fold decrease in POI
generation (12.5+£0.7% vs. 39.1£2.1%, respectively) (Fig. 2B). In a second approach,
CD34" cells were treated with lenalidomide (Lenal), a chemical compound inducing

rapid and effective degradation of IKZF1 (Fig. S2). Exposure of the cells to increasing
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concentrations of Lenal in the presence of SR1 led to a gradual decrease in POI
expansion, which reached a factor of 2 at 10 yM as compared to control DMSO
(16.1£3.9% vs. 32.9+2.5%, respectively) (Fig. 2Ci). Altogether, these results provided
evidence for a functional implication of IKZF1 in the expansion of the POI and the
ensuing increased platelet production in response to SR1 (1.52+0.3x105/well with SR1

vs. 4.1+0.66x10%well with SR1 and 1 pM Lenal ) (Fig. 2Cii).

To explore a possible molecular link between IKZF1 and AHR in POI expansion, we
performed a proximity ligation assay (PLA), a fluorescence-based assay allowing the
detection of protein-protein interaction on the basis of physical proximity, using specific
antibodies against AHR and IKZF1 (Weibrecht, Leuchowius et al. 2010). As shown in
Fig. 2Di, numerous positive signals were detected in the POI in response to SR1 as
compared to very few positive signals in controls treated with DMSO (7.8+1.0 vs.
1.9+0.2 dots per cell, respectively) (Fig. 2Dii). These results strongly indicate the
existence of a direct interaction between AHR and IKZF1 in response to SR1. This
would suggest a mechanism whereby SR1, by preventing the interaction of AHR with
its ARNT partner in the canonical pathway, which leads to downregulation of CYP1B1
(Strassel, Brouard et al. 2016), favours the coupling of AHR to IKZF1 in an alternative

pathway leading to downregulation of MK differentiation.

In previous work (Strassel, Brouard et al. 2016), we demonstrated that co-culture of
MKs with MSCs also favoured the appearance of a CD34*CD41'°" population through
an AHR-dependent pathway, as shown by the repression of CYP1B1. We therefore
investigated whether this effect was, like for SR1, dependent on an AHR-IKAROS
interaction. Firstly, we established that CD34*CD41*CD9- and CD34*CD41*CD9*
subpopulations could be detected in MSC co-cultures in proportions similar to those

observed in SR1 cultures (52.846.1% CD34*CD41*CD9" cells vs. 44.7+7.0%
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CD34*CD41*CD9* cells) (Fig. 3A). Secondly, we confirmed that IKZF1 was clearly
better expressed in the POI (78.2+4.6% of the cells) than in MMKs (45.917.1% of the
cells) (Fig. 3). Additionally, IKZF1 shRNA knock down resulted in markedly reduced
amplification of the POI (8.4+0.6% in shlKZF1-treated cultures vs. 36.2+2.5% in
shScramble-treated cultures) (Fig. 3Ci,ii,iii). Finally, as observed upon SR1 treatment,
positive signals in a PLA indicated an AHR-IKAROS interaction in the POI derived from
MSC co-cultures (3.7+0.4 dots/nucleus vs. 1.9+0.2 dots/nucleus in controls, N=81)
(Fig. 3D). Altogether, these results support the hypothesis that MSCs, similarly to SR1,
promote amplification of the POI by acting on an AHR pathway distinct from the

canonical pathway which also involves an AHR-IKAROS interaction.

Our previous work highlighted the existence and expansion of a megakaryocyte
progenitor with high platelet production capacity in response to an AHR antagonist.
Repression of the target gene CYP1B1 in response to SR1 and also after co-culture of
CD34" cells with MSCs suggested that this could occur via the canonical pathway. The
present study reveals a more likely mechanism through an alternative pathway
involving an interaction between AHR and IKZF1. This is supported by the following
observations: i) increased IKZF1 expression in the POI, ii) prevention of generation of
the POI by downregulation or degradation of IKZF1, iii) demonstration of a physical
interaction between AHR and IKZF1 and iv) negative regulation of megakaryocytic
TFs. These data, in addition to revealing a new mechanism regulating
megakaryopoiesis, are consistent with and complement previous reports on the role of
IKAROS in MK differentiation and maturation (Malinge, Thiollier et al. 2013; Liu, Li et
al. 2018) and AHR-IKAROS interactions in ILC3 cells (Li, Heller et al. 2016). This work
opens up the possibility of genetic or pharmacological intervention in this alternative

pathway to improve our ability to produce cultured platelets at more acceptable costs.
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Figure 1

Figure legends

SR1-derived POI expresses lkaros

A) Refining the CD34+CD41low cells phenotype as CD34*CD41*CD9 . i. Expression of CD34 and
CD41 markers at day 10 in SR1 culture conditions (left). Flow cytometric analysis of side scatter
and CD9 in CD34*CD41'w cells identifying 2 subpopulations based on CD9 expression (right).
ii) analysis of the percentage of CD9+ and CD9- subpopulations in CD34*CD41'o¥ cells (41.4 +
0.6 CD9+ vs 58.3 £ 0.7 CD9-). (mean+SEM, N=5, ***p<0.001, Student { test)

B) Analysis of the capacity of CD34*CD41*CD9- and CD34*CD41*CD9- to produce proplatelets
and platelets i) Culture protocol of CD34* cells and flow sorting. CD34* cells cultured for 10
days in the presence of SR1 were sorted according to their phenotype (CD34+*CD41'ov,
CD34*CD41*CD9- and CD34*CD41*CD9") using a FACS Aria Il flow cytometer and then
cultured for 6 days in a medium containing TPO with SR1 (left panel). ii) Representative
differential interference contrast (DIC) microscopy photographs of a culture well at day 10+6
following cell sorting. Scale bar, 50 um (right panel). iii) Number of platelets produced per
well. The cell suspension was subjected to multiple pipetting on day 10+6 of culture, and
platelets were detected and counted by flow cytometry (1.39 + 0.24 x 10° plts/well for
CD34*CD41% vs 1.85 + 0.29 x 106 plts/well for POl vs 60 + 0.60 x 105 plts/well for
CD34*CD41*CD9*) (meantSEM of 3 experiments; **P< 0.01, ns p>0.5, 1 way ANOVA and a
Dunnett post test). CD34*CD41*CD9- cells able to produce platelets are called population of
interest (POI).

C) Analysis of Ikaros expression i) Flow cytometric analysis of Ikaros (IKZF1) expression in POI
(CD34*CD9-CD41*) compared to CD34-CD41+, mature MK (MMK). ii) Analysis of mean
fluorescence intensity of IKZF1 in POl vs MMK. IKZF1 expression is increased by 3 in POI
relative to MMK (29.3 + 1.2 IKZF1 MFI in MMK vs 134.3 £ 5.9 IKZF1 MFI in POI) (mean+SEM,
n=3, ***p<0.001, Student ¢ test).
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Figure 2

Ikaros: an actor of POl expansion.

A)

B)

D)

Validation of shIKZF1. CD34+ cells were prestimulated with CC220 cytokine cocktail for
24h and transduced with vectors expressing control GFP shControl or IKZF1-specific
shRNA and differentiated into MK for 6 days in a serum free medium containing CC220
cytokine cocktail and SR1, at day 7 cells were washed and then cultured for 3
supplemental days with SR1 and TPO. At day 10, total RNA derived from sorted
transduced expressing GFP was subjected to qRT-PCR . The bar graph represents the
percentage of IKZF1 expression in cells at day 10 (68.7 + 11.9 % with shControl vs 17.4 +
1.4 % with shiIKZF1, the level of IKZF1 in NT cells has been arbitrary put at 100 ) (mean *
SEM, N=3, **p<0.01, ns>0.5, 1 way ANOVA and Bonferroni post test)

shlKZF1-derived POI expansion. Bar graph representing the % of POI-derived shlKZF1
or shControl transduced cells at day 10 (39.1 + 2.1 % POI with shControl vs 12.5 + 0.7 %
POI with shIKZF1) (mean + SEM, N=3, ***p<0.001, Student t test)

Effect of Lenalidomid (Lenal) on POI expansion. CD34+ cells were cultured for 7 days in
serum free medium in presence of SR1 and CC220 cytokine cocktail. At day 7, cells were
washed and cultured for 3 supplemental days with TPO and SR1. Lenal was added at
increasing concentrations (0.1uM, 1uM and 10uM) at day 0 and again at day 7. i) Bar
graphs representing IKZF1 derived POI positive cells (21.4 + 4.1 with Lenal 0.1uM vs
17.5 + 2.6 with LenaL 1uyM 16.1 £+ 3.9 % POI with LenaL 10uM) (meantSEM of 3
experiments; *p <0.5, **p <0.1, 1 way ANOVA and a Dunnett post test). li)

i) Representative images of the interaction between IKZF1 and AhR in cells at day 10
examined by proximity ligation assay (PLA), where the interaction is visualized by red
dots. ii) Dot plots representing the number of positive signals/nucleus in POl obtained in
response to SR1 or in DMSO conditions. Positive signals were counted on 8 images 50
cells (7.8 + 1.0 signals per POI with SR1 compared to 1.9 + 0.2 signals in the control
DMSO) (mean + SEM, N=2, ***p<0.001, Student t test)

100



Figure 3

Passage

D13

D7

DO

m m (=] [=} o o
wn < (2] N -
10d 30 %
(&
“M
e 9 9 @ o o
w ] © < N
+ Ld2ZMI SlIS2 30 %
o
-
R
e o e o o
-] © < N
0LAli®2 30 %
<

*kk
—d
-

CTRL

AHR:IKAROS

*k%

] LI L
o sl o o]
N - -

<aqq
H—H PRI ummn;ﬂuu
°
1

snajonN/sjod

o

CTRL MSC

101



Résultats expérimentaux

Figure 3

The AhR-lkaros interaction is involved in MSC-triggered POI amplification.

Peripheral blood CD34+ cells were cultured in the absence or presence of monolayer of MSC in

serum free medium containing a CC220 cytokine cocktail from day 0 to 7 and with TPO from day 7
to 10.

A)

B)

Bar graphs representing the percentage of CD9+ and CD9- subpopulations within the
CD34*CD41'"°% population obtained at day 10 and analysed by flow cytometry (52.8 + 6.1 % of
CD34+CD41+CD9- cells vs 44.7 + 7.0 % of CD34+CD41+CD9+ cells) (mean + SEM, N=3,
ns>0,5%, Student ¢ test)

Bar graphs representing the percentage of IKZF1 expression in MSC-derived POI or MSC-
derived MMK (78.2 + 4.6 % cells + in POl vs 45.9 + 7.1 % cells + in MMK) (mean + SEM, N=3,
**p<0,01%, Student { test)

Bar graphs representing the percentage of MSC- derived POI obtained following CD34+ cells
transduction with shIKZF1 or shControl (8,4+ 0,6% of sh IKZF1-derived POI vs 36.2 + 2.5% of
sh ctrl-derived POI) (mean + SEM, N=3, ***p<0,001%, Student { test)

Representative images of interaction between AhR and IKZF1 analyzed by PLA in MSC-derived
POI and in control POl without MSC. E) Dot plots representing the number of positive
signals/nucleus in POI obtained in response to CTRL or in MSC conditions. Positive signals
were counted on 10 images 50 cells (1.9 + 0.2 signals in the control vs 3.7 + 0.4 signals per POI
with MSC) (mean + SEM, N=2, ***p<0.001, Student t test)
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CD34* cells were cultured as in fig 1 for 10 days under control conditions or in the presence
of SR1 (1 uM). MMK (fig 3) or POI were sorted by flow cytometry cell sorting assay and
mRNA was extracted, and the level of megakaryocytic TF transcripts were quantified by real-
time polymerase chain reaction. The level of transcript were normalized in MMK at 1 and all
TF explorer are under expressed ZFPM2 0.44 + 0.07, CD9 0.15 +0.03, PF4 0.21 + 0.08,
GP1BA 0.29 + 0.09, GATA1 0,51 £ 0.03 and NF-E2 0.3 £ 0.03) (mean + SEM, N=3, **p<0.01,

Student £ test)
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Figure S.2
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A) Bar grahs representing the percentage of transduced cells at day 10 and analysed by flow
cytometry (16.8 + 1.2 with shControl and 9,4 + 0,7 with shIKZF1, N=3).

B) Bar graphs representing the percentage of cells expressing IKZF1 at day 10 in SR1 and
LenaL condition (17.3 + 3.1 in SR1 vs 2.6 + 2.2 with LenalL.) (mean + SEM, N=3,
***p<0.001, Student t test)
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Annexe
Materials and Methods

MK differentiation in culture

Isolated human CD34* were allowed to proliferate and differentiate according to
Strassel et al, 2016. StemRegenin 1 (SR1) (Stemcell Technologies) was used at 1uM.
For CD34* and MSC co-culture, cells were seeded on confluent layer of MSCs
(Guilloton F et al blood 2012) at day 0 and day 7.

The inducer of IKAROS degradation lenalidomide (gift from Chan S. lab), were added
in the culture between 0,1 yM to 10uM at day 0 and 7.

Lentiviral short hairpin knockdown

CD34* cells transduction. CD34" cells were stimulated for 24 hours in Stemspan
medium with StemSpan™ Megakaryocyte Expansion Supplement (Stemcell
Technologies). Then, cells were thoroughly washed and seeded in wells coated with
retronectin (Takara). Transduction was subsequently performed by adding lentiviral
particles at 5 MOI for 72h. At day 7 and 10, following infection, cells were analyzed by

flow cytometry.

Cell sorting and flow cytometry analysis

Cell sorting. Cell sorting was performed using an Aria Il flow cytometer as previously
described by Strassel et al, 2016. Antibodies are listed in supplemental Table |. The
sorted CD34%41'°“CD9- and CD34+*41'°“CD9* populations were seeded in Stemspan
medium containing TPO 50 ng/ml, LDL 20 pg/ml and SR1 1uM for 7 days.

Flow cytometry analysis. Flow cytometry analysis were performed using Fortessa X20

(Becton Dickinson), as previously described by Strassel et al, 2016.

For intracellular staining, cells were first labeled with surface antibodies, fixed,
permeabilized using the Foxp3 / Transcription Factor Staining Buffer Set (Invitrogen)
according to the manufacturer’s instructions and then, labeled with an anti-IKZF1

antibody or mouse 1gG2a k-647 (BioLegend).
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Platelet generation. Culture-derived platelets were released following successive
pipetting after addition of 0,5 uM PGi2 and 0,02 U/mL apyrase in the culture medium

and analyzed as previously described (Strassel et al., 2016).

All samples were analyzed using a Fortessa X20 flow cytometer (Becton Dickinson).
Quantitative RT-PCR

RNA extraction and cDNA synthesis were performed using RNeasy Mini Kit (Qiagen)
and RT2 First Strand Kit (Qiagen), respectively, according to manufacturer’s
instructions. qQPCR was performed using the RT? SYBR Green qPCR Mastermix
(Qiagen) on a CFX96 Touch Real-Time PCR Detection System (Biorad). Relative
transcript levels were calculated by the method of ICt with TBP like reference gene.
Primers set for TBP, CYP1B1, AHR, ARNT, ZFMP2, CD9, PF4, GP1bA, NF-E2,
GATA1, HES6, NRARP, HES1, KIT, CDKN1A, RUNX1, MYB, NEDD9, MYB, TUBB1

and TUBA4 were purchased from Genecopoeia.

DuoLink proximity ligation assay (PLA) analysis

CD34*-derived megakaryocytes were harvested and cytospinned onto poly-L-lysine
coated slides. Immobilized cells were then fixed and permeabilized. PLA was
subsequently performed according to manufacturer’'s instructions using primary
antibodies against |karos and AhR described in table Sl). The interacting tandems
AHR/IKAROSwere visualized by fluorescence on a SP8 confocal microscope (Leica).
Ethics statement

Human blood samples were obtained from voluntary donors recruited at the EFS-
Grand Est blood transfusion center (Etablissement Frangais du Sang-Grand Est)
where the research was performed. The donors gave their written informed consent

that the samples could be used for research purposes.

Statistical analyses

Results were expressed as the mean + SEM and statistical comparisons were
performed using an unpaired, two-tailed Student’s t-test or one-way ANOVA followed
by the Bonferoni post-hoc test (Prism, Graph-Pad Software Inc., San Diego, USA). P

values of less than 0,05 were considered to be statistically significant.
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Supplemental MM
Extraction CD34+ cells

CD34*-enriched cells from leukofilters (TACSI, Terumo BCT, Zaventem, Belgium) by
magnetic-activated cell sorting (CD34 MicroBead Kit UltraPure, Miltenyi Biotec,
Bergisch Gladbach, Germany). Percentage of viable CD34* obtained ranged 97,87 %
(£ 0,29, n=13).

Culture of CD34+ cells

In the first phase, the CD34* were seeded in 24-well plates at a density of 4.10%/mL in
StemSpan Serum-Free Expansion Medium (SFEM) supplemented with 20 pg/mL
human LDL, a cocktail of cytokines containing SCF, TPO, IL-6 and IL-9 and with 1 yuM
SR1 (all from Stemcell Technologies, Vancouver, BC, Canada). On day 7, the cells
were harvested, washed and seeded at a density of 5.10%mL in StemSpan SFEM
containing 1 yM SR1, 50 ng/mL TPO and 20 pg/mL human LDL and cultured for an
additional 6 days.

Production of mesenchymal stromal cells

Bone marrow (BM) aspirates were obtained from patients undergoing cardiac surgery

after written

inform consent of the donor. BM mononuclear cells were isolated by Ficoll density
gradient and seeded at 104 cells/cm2 in J-MEM (Life Technologies, Carlsbad, CA)

supplemented with 10% screened fetal calf

serum (FCS, Hyclone, Logan, UT), 100 IU/mL penicillin, 100 mg/mL streptomycin, and
1 ng/ml fibroblast growth factor 2 (Cellgenix, Freiburg, Germany)2. Adherent cells were

replenished twice a week with

fresh culture medium until confluence (P0). MSC were then harvested using trypsin,
and seeded at 500 cells/cm2 until confluence (first passage, P1). MSC batches

displayed similar cell morphology and

phenotype including a lack of CD45, CD14, CD34, and CD31 together with a strong

expression of CD73,
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CD90, and CD105. MSC were maintained in a-MEM medium supplemented with 10%

fetal bovine

serum (Invitrogen, Cergy Pontoise, France) and 1 ng/mL recombinant human FGF2.

Lentiviral short hairpin knockdown

Vectors used

shRNA constructs targeting the human AHR, ARNT, CYP1b1, IKZF1 and shRNA
scrambles cloned intro psi-LVRUGGP were obtained from GeneCopoeia (Rockville,
USA). The plasmids pCG-HA24 and pCG-FA30 encoding for glycoprotein of measles
virus envelope were kindly gift by Verhoeyen E. (Frecha C., et al., 2008) and p8.91, an

encapsidation plasmid lacking all accessory HIV-1 proteins (Vif, Vpr, Vpu and Nef) by
A. Dubart-Kupperschmitt.

Lentivirus production
Lentiviruses were produced by transient transfection of HEK293T cells in DMEM
(Gibco).

Plasmids: pCG-HA24 (5ug), pCG-FA30 (5ug), p.8.91 (16ug), psi-LVRUGGP (AHR,
ARNT, CYP1b1 or IKZF1) (16ug) are transfected with Lipofectamin (100 ul) in
Optimem medium (Life Technologies, lllkirch-Graffenstaden, France) into HEK293T
cells. After 18h of transfection, the medium was remplace by Opti-MEM (Invitrogen).
Two days later, viral supernatants were harvest and filtred. They are concentrated by
ultracentrifugation and the resulting pellet was suspended in phosphate buffered saline
(PBS) and frozen at —80 °C in 25-pL aliquots until use.

Infectious titers (in transduction units [TU]/ml) were determined by cytometer of target

cells using serial dilutions of the supernatants added to HEK293T.
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Conclusion

Pour analyser le progéniteur CD34*CD41'°%, nous en avons tout d’abord affiné
son phénotype, en utilisant un marqueur tardif de la MKP, le CD9 (Clay, Rubinstein et
al. 2001). Il nous a permis de mettre en évidence au sein de la population
CD34*CD41'°¥ deux populations distinctes, 'une CD34*CD41*CD9* avec une faible
capacité a produire des plaquettes et une autre population CD34*CD41*CD9- qui
possédait une capacité au moins similaire a celle de la population CD34*CD41'ow
Nous avons donc choisi pour le reste de I'étude cette population CD34*CD41*CD9r,

désignée comme population d’intérét abrégée « POI ».

Différents acteurs sont impliqués dans I'engagement des cellules vers la voie
mégacaryocytaire. Parmi eux, les facteurs de transcription jouent un rdle tres
important. Si certains sont connus pour favoriser la MKP (Tijssen, Moreau et al. 2016),
d’autres sont identifiés comme des régulateurs négatifs, comme par exemple IKAROS
(Malinge, Thiollier et al. 2013). La famille de facteurs de transcription IKAROS joue un
réle clé dans la différenciation lymphoide (Heizmann, Kastner et al. 2018). Elle se
compose de cing membres (IKZF1, IKZF2, IKZF3, IKZF4, et IKZF5), mais dans les MK
seullKZF1 a été détecté par qRT-PCR. Des données de la littérature ont montré
qu’lKZF1 régulait négativement 'engagement des CSH dans la MKP et la maturation
des MKs en réprimant I'expression de GATA-1 (Malinge, Thiollier et al. 2013)(Tijssen,
Moreau et al. 2016). D’autre part, une étude récente a également montré, dans des
cellules de type ILC3 (Groupe 3 Innate Lymphoid Cell) de I'intestin, une interaction de
'AHR avec un partenaire jusqu’alors jamais décrit : IKZF1. Ce faisceau d’arguments
nous a donc encouragé a analyser le réle d’'IKZF1 dans I'émergence et 'amplification

de la POl en réponse a SR1.

Apres analyse en cytométrie en flux, la POI est apparue positive pour IKZF1.
L’utilisation d’'un shRNA dirigé contre IKZF1 nous a également montré qu’une
diminution drastique de lI'expression d’IKZF1 s’accompagnait, en réponse a SR1,
d’'une diminution de I'expansion de la POI. Cette observation a été confirmée par
l'utilisation d’'un composé chimique, le lénalidomide, connu pour entrainer la
dégradation d’IKZF1. En utilisant des doses croissantes de |énalidomide en présence
de SR1, on a pu constater une forte diminution de 'amplification de la POI. L’ensemble
de ces données nous a donc permis de proposer un role d’'IKZF1 dans 'émergence et
I'expansion de la POI. Renforgant cette conclusion nous avons démontré I'existence
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d’une interaction direct entre IKZF1 et AHR dans les MK par la méthode de « proximity
ligation assay). Cette méthode d’analyse est basée sur l'utilisation d’anticorps
spécifiques, qui sont révélés par des anticorps secondaires conjugués a des
oligonucléotides préalablement marqués par des fluorochromes. Si les deux protéines
sont dans un environnement proche (moins de 40 nm), les oligonucléotides respectifs
s’hybrident et forment un brin d’ADN amplifié par PCR analysable par microscopie de
fluorescence (Weibrecht, Leuchowius et al. 2010). Méme si la PLA ne permet pas une
analyse quantitative stricte, nous avons observé, aprés analyse du signal dans le
noyau, que cette interaction était amplifiee en présence de SR1. On a également
montré que cette interaction avait également lieu dans un contexte plus physiologique
lors de I'expansion de la POI lors d’'une co-culture des cellules CD34* avec les MSC.
En effet, dans la précédente étude du groupe, il avait été montré que les MSC
mimaient I'effet de SR1, en favorisant I'amplification de la population CD34*CD41[°% a
fort pouvoir proplaquettaire tout en réprimant la transcription du géene cible de I'AHR,
CYP1B1 (Strassel, Brouard et al. 2016). Cette interaction entre IKZF1 et AHR dans la
POI émergeant au contact des cellules MSC confirme donc I'’hypothése d’un signal «
SR1-like » entre les MSC et les MK. La nature de ce signal n’est pour l'instant pas
identifiée, mais des études transcriptomiques de la POI s’amplifiant sur les MSC sont
planifiées dans ce but. Les résultats seront comparés a I'étude transcriptomique
précédemment menée sur cette méme population en réponse a SR1. En complément,
une étude du surnageant issu de la co-culture entre les MSC et les MK est également
envisagée, visant a identifier un nouveau ligand endogéne de 'AHR. L’ensemble de
ces approches devrait permettre d’identifier les acteurs impliqués dans la régulation
de la différenciation des MK par les MSC, ce qui représenterait une avancée

importante dans la compréhension du réle du microenvironnement dans la MKP.

En conclusion, nous avons pu montrer, qu’en réponse a SR1, AHR et IKZF1
interagissaient pour promouvoir 'émergence de la POI. Cette étude apporte des
arguments supplémentaires sur un role important de 'AHR dans la MKP, et plus
globalement conforte I'existence d’'une nouvelle voie alternative de I'AHR en
interaction avec IKZF1. Cette étude suggére enfin que 'AHR agit comme un «
modulateur fin » de la MKP, réle que semble adopter 'AHR lorsqu’il emprunte des

voies alternatives a la voie canonique.
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La question qui se pose encore est de savoir comment ’TAHR modulé par son
interaction avec SR1 interagit avec IKZF1. Est-ce que ceci passe par une
augmentation de laffinité de 'AHR pour IKZF1 ? linteraction entre AHR et son
partenaire de la voie canonique ARNT est-elle empéchée ? La réponse a ces
questions permettrait un meilleur ciblage par des composés en vue d’améliorer
I'amplification de la POI et la production de plaquettes tout en diminuant les colts de

production.

Pour mieux comprendre les mécanismes mis en place, nous avons déja réalisé un
certain nombre d’expériences qui, ne permettant pas de donner de conclusions

définitives, apportent malgré tout quelques éléments de compréhension :

i)  Toutd’abord, en utilisant la technique de PLA, nous avons analysé l'interaction
entre AHR et son partenaire principal TARNT. Sur les premiéres analyses, il
semblerait que cette interaction soit moindre en présence de SR1 que dans la
condition contrdle, ce qui permettrait d’expliquer la faible transcription de
CYP1B1 en réponse a SR1. Cependant, une seule expérience a été réalisée
et ce résultat est a confirmer.

i) D’autre part, ce résultat suggére également que SR1 puisse déstabiliser
l'interaction AHR : ARNT au profit de celle entre AHR et IKZF1, comme cela a
déja été démontré par le groupe qui a identifié l'interaction AHR : IKZF1 (Li,
Heller et al. 2016). Une donnée que nous avons et qui pourrait aller dans ce
sens, sans le démontrer formellement, est la diminution de I'expansion de la
POI suite a la transduction des cellules CD34+ par un shRNA dirigé contre
'ARNT. En effet, on observe dans ces conditions 'émergence de 1.5 fois plus
de POl issue de cellules CD34+ transduites avec le shRNA ARNT que dans
celles issues des CD34+ transduites avec le shRNA contrdle. Ce résultat
suggeérerait donc que I'ARNT se présente comme un régulateur négatif de
I'’émergence de la POI.

i) Des expériences de co-immunoprécipitation AHR:IKZF1 ou AHR:ARNT dans
différentes situations : en présence de SR1 ou d’agonistes de TAHR comme
la TCDD ou FICZ qui amplifient la transcription de CYP1B71 ou dans des
conditions de transduction avec les shARNT ou shlKZF1, permettraient de

confirmer linteraction AHR :IKZF1 et de donner un aspect quantitatif a ces
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interactions. On pourrait ainsi savoir si en présence de SR1, linteraction
AHR:ARNT est réellement déstabilisée au profit de I'interaction AHR:IKZF1.
Ces expériences sont cependant difficiles a conduire dans des cultures de
cellules primaires. D’'une part ces agonistes induisent une toxicité forte des
cellules et les immunoprécipitations de partenaires nucléaires nécessitent une
quantité importante de matériel que I'on ne peut aisément obtenir avec des
cellules primaires. De telles expériences nécessiteraient donc de passer par
un systeme de lignées de cellules de type HEK, des cellules de reins
embryonnaires humaines, préalablement transfectées avec les différents
acteurs. Ces expériences seraient clés pour affiner le mécanisme responsable
de l'interaction de 'AHR avec IKZF1 et déterminer le rble réel de cette méme
interaction dans I'expansion de la POI.

iv)  Enfin, une autre maniere d’appréhender I'étude de ces mécanismes serait de
réaliser, a l'instar d’autres études dans le domaine (Liu, Li et al. 2018), des
expériences de surexpression des partenaires ARNT, AHR et IKZF1 dans des
systémes de lignées et/ou dans les MK et d’en analyser la répercussion sur
'émergence de la POI, son amplification et sa capacité a produire des

plaquettes.

En conclusion, nous avons pu montrer qu’en réponse a SR1 ou a la co-culture
sur MSC, 'AHR et IKZF1 interagissaient pour promouvoir I'émergence de la POl et ce
en diminuant I'activité transcriptionnelle de 'AHR. Ce travail représente une avancée
des connaissances dans le mode d’action de 'AHR une voie nouvelle de signalisation
dans la MKP. Il ouvre des perspectives intéressantes au niveau fondamental dans la
compréhension des mécanismes de la MKP et également pour 'amélioration de la

production de plaquettes de culture.
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B. Caractérisation morphologique et fonctionnelle des plaquettes

produites in vitro

Introduction

Un prérequis a la preuve de concept que I'équipe souhaite mener est de vérifier
la qualité des plaquettes produites tant sur un plan morphologique que fonctionnel. En
effet, pour que les autorités de santé donnent leur autorisation a procéder a I'essai
clinique, il est nécessaire de démontrer qu’en plus de la mise en adéquation avec les
normes relatives aux MTI, les plaquettes de culture soient comparables d’'un point de

vue morphologique et fonctionnel aux plaquettes circulantes (Sim, Poncz et al. 2016).
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The in vitro production of blood platelets for transfusion purposes is an important goal in the context
of a sustained demand for controlled products free of infectious, immune and inflammatory risks. The
aim of this study was to characterize human platelets derived from CD34" progenitors and to evaluate
their hemostatic properties. These cultured platelets exhibited a typical discoid morphology despite
an enlarged size and expressed normal levels of the major surface glycoproteins. They aggregated

in response to ADP and a thrombin receptor agonist peptide (TRAP). After infusion into NSG mice,
cultured and native platelets circulated with a similar 24 h half-life. Notably, the level of circulating
cultured platelets remained constant during the first two hours following infusion. During this

period of time their size decreased to reach normal values, probably due to their remodeling in the
pulmonary circulation, as evidenced by the presence of numerous twisted platelet elements in the
lungs. Finally, cultured platelets were capable of limiting blood loss in a bleeding assay performed in
thrombocytopenic mice. In conclusion, we show here that cultured platelets derived from human CD34*
cells display the properties required for use in transfusion, opening the way to clinical trials.

Although the in vitro production of transfusion grade human platelets is a goal pursued by several laboratories
worldwide, a number of obstacles still remain to be surmounted before we may consider these platelets as a real
transfusion alternative. The reported low yields of 50-200 platelets per megakaryocyte (MK) and expected high
production costs cast doubts on the prospect of transfusing cultured platelets on a large scale. A reasonable appli-
cation might nevertheless be envisaged for well-identified needs, as in cases of transfusion failure due to platelet
alloimmunization or the development of refractoriness.

In this objective, efforts to improve different aspects of in vitro platelet production are well warranted. These
include the selection of optimal progenitors to achieve adequate cell expansion without hampering differentia-
tion®*, the optimization of culture procedures to reach the highest possible level of MK maturation closely match-
ing that observed in the bone marrow and a major improvement in the platelet release of these mature MK by
mimicking native flow and environmental conditions®. Recently, a significant step forward was accomplished by
the group of K. Eto, who reported the production of large numbers of platelets from iPSC-derived immortalized
MK in a bioreactor with turbulent flow'.

In previous work, we observed that culture of CD34™" cells in the presence of SR1 led to the emergence of a
CD34*CD41" population with an increased capacity to generate platelet-like elements'!. The aim of the present
study was to determine whether these cultured platelets met the requirements for transfusion. In particular, we
explored their capacity to recirculate and to ensure a hemostatic protection equivalent to that of donor-derived
platelets.

Materials and Methods

MK differentiation in culture. CD34"-enriched cells from leukofilters (TACSI, Terumo BCT, Zaventem,
Belgium) were expanded using a previously described two-phase optimized protocol'!. Briefly, the filter extract
was enriched in CD34" cells by magnetic activated cell sorting (CD34 MicroBead Kit UltraPure, Miltenyi Biotec,
Bergisch Gladbach, Germany). The cells were then seeded in StemSpan serum-free expansion medium (SFEM)
supplemented with 20 ug/mL human low-density lipoprotein and a cocktail of cytokines (CC220, Stemcell
Technologies, Vancouver, BC, Canada) and with 1 uM SR1 (Stemcell Technologies). On day 7, the cells were

Université de Strasbourg, INSERM, EFS-Grand Est, BPPS UMR_S1225, FMTS, F-67000, Strasbourg, France. *email:
catherine.strassel@efs.sante.fr
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harvested, washed, seeded in StemSpan SFEM containing 1 uM SR1, 50 ng/mL TPO and 20 pg/mL human
low-density lipoprotein and cultured for an additional 6 days. The cultures were incubated at 37 °C under nor-
moxic conditions and a 5% CO, atmosphere.

Platelet isolation. Cultured Platelets were harvested after addition of 0.5uM PGI, and 0.02 U/mL apyrase
to the culture plates followed by successive pipetting. The platelet-like particles were then centrifuged and resus-
pended in Tyrode’s albumin buffer as previously described''.

Platelet ultrastructure and morphology. Transmission electron microscopy. ~Cultured platelets or
native platelets were fixed in 2.5% glutaraldehyde and embedded in Epon. Thin sections were stained with uranyl
acetate and lead citrate and examined under a JEol 2100-plus (Jeol, Japan)'2.

Confocal microscopy. After fixation in paraformaldehyde, platelets were cytospun, permeabilized with 0.1%
Triton X-100 in PBS and incubated sequentially for 30 min with an anti-f81-tubulin mAb (1:400, 1 pg/mL,
Eurogentec, Liége, Belgium) followed by a secondary GAM-488 antibody (10 ug/mL) and an anti-GPIIbIIIa
mADb (Alma.17-647, 10 ug/mL) in PBS containing 1% BSA. The cells were then embedded in Mowiol (Mountant,
Permafluor, Thermo Fisher Scientific, UK) and examined under a confocal microscope (TCS SP8, Leica
Microsystems, Rueil-Malmaison, France) equipped with an oil objective (Type F immersion liquid, ne** =1,5180,
ve =46, Leica Microsystems). Data were acquired with LASAF software, version 1.62 (Leica Microsystems).
Mouse lungs were embedded in a cryogenic gel and serial longitudinal cryosections were stained and observed
as previously reported’?.

In vitro platelet studies. Platelet aggregation. ~Aggregation was measured at 37 °C by a standard turbidi-
metric method in an APACT 4004 aggregometer (ELITech Group, Puteaux, France)'*. Briefly, a 135 L aliquot of
platelet suspension containing 20.10°. Cultured platelets or Native platelets was stirred at 1,100 rpm and activated
by addition of 5uM ADP in the presence of human fibrinogen (0.05 mg/mL), 10 uM TRAP or 0.1 U/mL thrombin,
in a final volume of 150 uL. The extent of aggregation was estimated with APACT LPC software.

RNA content and GP expression.  Thiazol orange labeling of RNA and surface expression of the major platelet
glycoproteins (GP) were analyzed by flow cytometry as previously described'™'¢.

In vivo functionality and hemostatic properties. Recirculation after infusion. Aliquots con-
taining 1.10® washed human Cultured or Native platelets were injected through the retro-orbital vein into
macrophage-depleted (by clodronate liposome abdominal injection on day —1), 7 to 8 week-old female NSG
(NOD.Cg-Prkdc scid, I12rg tm1Wijl/Sz]) mice (Jackson laboratory, Bar habor, USA). Circulating human and
mouse platelets were analyzed by flow cytometry in whole blood samples drawn 3, 6, 15, 30, 120, 240, 1400,
2800 and 4320 min after transfusion. Human platelets were detected with a mAb (ALMA.17) against human
GPIIb-IITa. A mADb against GPIb3 (RAM.1) which reacts with human and mouse platelets was used to delineate
the platelet region on the plots'’. The proportion of circulating Cultured or Native platelets recorded in the acqui-
sition gate 3 min after transfusion was arbitrarily set to 1.

Bleeding assay. ~ Aliquots containing 3.10® washed human Cultured or Native platelets were injected retro-orbit-
ally into NSG mice made severely thrombocytopenic following intravenous administration of the rat anti-mouse
GPIba antibody (RAM.6, 5 mg/kg) 24 h prior to the bleeding assay. The tail bleeding time was measured 10 min
after infusion of human platelets as described previously. The time required for the arrest of bleeding and the
blood loss were recorded over 10 min'®'8,

Ethics statement. Human studies were performed according to Helsinki declaration. Control human sam-
ples were obtained from volonteer blood donors who gave written informed consent recruited by the blood trans-
fusion center where the research was performed (Etablissement Frangais du Sang-Grand Est). All procedures
were registered and approved by the French Ministry of Higher Education and Research and registered under the
number AC_2015_2371.The donors gave their approval in the CODHECO number AC- 2008 - 562 consent form,
in order for the samples to be used for research purposes. NSG mice were housed under pathogen-free conditions
and all procedures were performed in accordance with the European Union Guideline 2010/63/EU. The study was
approved by the Regional Ethical Committee for Animal Experimentation of Strasbourg, CREMEAS (CEEA 35)
and registered under the number 10669.

Statistical analyses. Results were expressed as the mean 4 SEM and statistical comparisons were per-
formed using an unpaired, two-tailed Student’s t-test or one-way ANOVA followed by the Bonferoni post-hoc
test (Prism, Graph-Pad Software Inc., San Diego, CA, USA). P values of less than 0.05 were considered to be
statistically significant.

Results

Morphological characterization of cultured platelets. Cultured platelets were first examined for
their ultrastructure and degree of maturity. Cultured platelets were discoid and displayed a marginal band
characteristic of Native platelets containing a similar number of microtubule coils (9.8 & 0.6 Cultured Platelets,
n=40vs 11.11. £ 0.3, Native platelets n =82, ns; p > 0.05, n = 3). The diameter of Cultured platelets was how-
ever enlarged by 1.5 fold as compared to Native platelets (4.9 4 0.13 vs 3.3 £ 0.1 pm, n =70 and 95 respectively,
n=3) (Fig. 1A,B). They had normal densities per platelet section of a-granules (2.2 + 0.1 for Native platelets
vs 2.4 £ 0.1 for cultured platelets, n =70 and 95 respectively, ns, n=3) and d-granules (0.3 £ 0.05 for Native
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Figure 1. Characteristics of cultured platelets. (A) Platelet ultrastructure. Representative transmission electron
microscopy (TEM) images of Native platelets (left panel, Bar = 1 um) and Cultured platelets (right panel,

Bar =1um and 200 nm). (B) Quantification of MT coils. Numbers of microtubule coils in the marginal band on
TEM images of thin sections of Native platelets and Cultured platelets. Values are the mean &= SEM for 40 and
82 platelets, n= 3, ns = not significant. (C) Quantification of granules. The densities of d-granules, a-granules
and multivesicular bodies (MVB) were quantified by TEM. Values are the density of granules reported to the
platelet’s size == SEM, ***p < 0.001, n =70 and 95 for Native- and Cultured-Platelets respectively, n =3. (D,E)
Reticulated platelets. The bar graphs represent (D) the mean fluorescence intensity of thiazol orange (TO)
staining in Native platelets or Cultured platelets reported to the platelet size represented by the forward scatter
(FSC). (E) The bar graphs represent the percentage of platelets positive for TO and (F) the level of expression of
the major surface glycoproteins.

platelets vs 0.2 £ 0.03 for cultured platelets, n =70 and 95 respectively, ns, n = 3) (Fig. 1C). Cultured platelets
nevertheless displayed signs of immaturity illustrated by an increased density of multivesicular bodies (MVB),
which represent granules in formation (0.6 4-0.01 Cultured Platelets vs 0.06 4= 0.01 Native platlets, n =95 and 50
respectively, ***p < 0.001), and an enriched endoplasmic reticulum (Fig. 1A. C). These immature properties,
classically observed in newly formed platelets, were confirmed by thiazol orange (TO) staining, with more than
90% of Cultured Platelets being TO positive as compared to less than 2% of Native platelets (Fig. 1D,E).
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Figure 2. Reactivity of cultured platelets. (A,B) Aggregation assay. Washed platelets were stimulated with (A)
TRAP (10 uM) (Cultured platelets vs Native platelets: 32.5 £ 5.8% vs 90.5 = 1.9% increase in light transmission,
n=23)and (B) ADP (5uM) (24.9 £ 7.9% vs 48.4 £ 4.6% increase in light transmission, n = 3) in the presence
of fibrinogen. Tracings = SEM (dotted lines).

Functional characteristics of cultured platelets. We first established that there were no major differ-
ences between Cultured and Native platelets in the expression of the main platelet surface glycoproteins (Fig. 1F).
The functionality of cultured platelets was then assessed in vitro using a standard turbidimetric aggregation assay.
TRAP stimulation (10 uM) of Cultured Platelets resulted in 36 + 7% of the maximal aggregation response of
Native platelets (Fig. 2A). The responsiveness of Cultured Platelets was also demonstrated using ADP (5uM), a
weak agonist which enables one to easily detect functional defects. A rapid onset of aggregation was observed in
Cultured Platelets suspensions, with a maximum representing up to 80% of that in Native platelets suspensions
(58.6+£11.2%, n=3, *p < 0.05) (Fig. 2B).

Cultured platelets recirculate in vivo and undergo remodeling.  Two essential properties need to be
considered for the use of cultured platelets in transfusion: their capacity to recirculate and their ability to sustain
hemostasis. The first property was evaluated by infusing Cultured- or Native- platelets into macrophage-depleted
immuno-deficient NSG mice and following the human platelet count in the circulation over time. Analysis of
the curves revealed a maximal count at 15 min for either Cultured or Native platelets, with disappearance of all
infused platelets by day 3 in both cases (Fig. 3A). While the 24 h half-life was similar for Cultured and Native
platelets, the kinetics of clearance were different. Thus, following the peak at 15 min, a progressive and linear
decrease in Native platelets was observed whereas numbers of Cultured Platelets remained constant for at least
2h before beginning to decline.

One hypothesis to account for the plateau in Cultured Platelets count would be that these larger platelets
remodel to give rise to smaller daughter platelets during recirculation, similarly as in the proplatelet fission pro-
cess described by Thon et al."’. This hypothesis was tested by monitoring the platelet size, i.e. by measuring the
diameter of the marginal band, at different time points after transfusion (Fig. 3B). Before transfusion, Cultured
Platelets displayed a wide range of sizes, whereas after transfusion they became progressively homogenous and
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Figure 3. Functionality of cultured platelets. (A) Platelet recirculation mouse model. Cultured- or Native-
platelets (1.10®) were transfused into NSG mice pretreated with clodronate liposomes. Blood samples were
drawn prior to and at different time points over 72 h following transfusion. Human platelets were detected and
counted by flow cytometry. Native platelets decreased linearly over time whereas Cultured platelets reached a
plateau 15 min after injection and remained constant for at least 2 h, to progressively decrease and disappear
completely after 3 days. Mean of 5 independent experiments. (B) Platelet size. Native platelets and Cultured
platelets were examined by confocal microscopy prior to and 120 min after infusion into NSG mice. Washed
platelets were cytospun, immobilized on poly-L-lysine and incubated with antibodies against 31-tubulin
(green) and human GPIIb-IIIa (red). Scale bar = 1 um (upper panels). Dot plots represent the diameter of
Native platelets or Cultured platelets on confocal images at different time points following infusion of human
platelets (lower panels). (C) Representative confocal images of lung cryosections from NSG mice infused with
Cultured platelets. The lungs were removed 30 or 120 min after transfusion, embedded in a cryogenic gel and
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stained with antibodies against 31-tubulin (green) and GPIIb-IIIa (red). Cultured Platelets were more amenable
to remodeling than Native platelets. (D) Bar graphs represent the quantification on confocal images of platelet
remodeling (twisted microtubules) in the lungs of NSG mice infused with Native platelets or Cultured platelets.
Values are the mean + SEM in 3 separate experiments.

smaller to reach a size close to that of Native platelets (5.4 & 0.3 um before injection vs 3.2+ 0.1 um 120 min
after injection, n=3, ***p < 0.001). In comparison, the size of Native platelets decreased only marginally from
3.240.1t02.5£0.1um (n=3, ***p <0.001) (Fig. 3B). Since it is well documented that proplatelets can fragment
and remodel in the pulmonary circulation®’, we used confocal microscopy to examine the lungs of mice following
infusion of human Cultured- or Native- platelets (Fig. 3C). Platelet elements with twisted microtubules, iden-
tified as 31 tubulin-positive events, were frequently observed after infusion of Cultured Platelets (26 £ 3.7% vs
11.4+2% for Native platelets, n =5, ***p < 0.001). Altogether, these results favor a mechanism where Cultured
Platelets are remodeled during passage through the pulmonary circulation, contributing to an early stabilization
of the platelet count (Fig. 3D).

Cultured platelets limit blood loss. The second essential property we evaluated was the capacity of
Cultured Platelets to support hemostasis. This was done by performing a tail bleeding assay in NSG mice which
had been made severely thrombocytopenic (30.10° plts/uL). Without transfusion of platelets, bleeding did not
cease during a 10 min period of observation in this assay (Fig. 4A). Infusion of 3.10® Cultured- or Native- plate-
lets, which was expected to rescue only 15% of the normal platelet count in the mouse, was also insufficient to
cause cessation of bleeding over 10 min (Fig. 4A). However, administration of Cultured platelets was sufficient
to reduce blood loss with respect to the untreated control, as estimated from the amount of hemoglobin (Hb)
in the blood collected (17.34+7.7 vs 108.8 &= 2 ug/mL Hb, n = 3, **p < 0.01). This reduction was even more pro-
nounced than after infusion of Native platelets (33.9 £+ 9.9 ug/mL Hb) (Fig. 4B). Overall, these results indicated
that Cultured platelets conserve hemostatic properties following transfusion.

Discussion

In this study, we differentiated megakaryocytes from peripheral CD347 cells in the presence of the chemical
compound SRI. In this condition, MK are able to release more than 96% CD41-CD42b positive platelet-like ele-
ments following successive pipetting attesting the purity of the future transfused elements (data not shown). We
established that cultured human platelets are functional, recirculate efficiently and limit blood loss in a thrombo-
cytopenic NSG mouse model. These properties fulfill the essential prerequisites for the use of platelets generated
in vitro in transfusion medicine. Moreover, these platelets were obtained without addition of serum or any animal
components, which should allow the development of a platelet manufacturing protocol compliant with current
good manufacturing practices.

We observed that Cultured platelets were larger than Native platelets, in agreement with the findings of other
groups?!. A large size is characteristic of newly formed or young circulating platelets. Accordingly, we observed
that the cytoplasm of Cultured platelets was enriched in MVB and endoplasmic reticulum and contained large
amounts of RNA, which are features of young platelets, usually encountered during reactive thrombocytosis after
induction of severe thrombocytopenia'®. In contrast, steady state circulating platelets display an age continuum,
from young to old. The transfusion of only young platelets, as obtained in culture, could represent a potential
benefit as they would provide better hemostatic protection than platelets from donors.

As reported in many other studies, Cultured platelets appeared to be slightly pre-activated, as illustrated by
their exposure of P-selectin and binding of fibrinogen in the absence of added agonist (Suppl. Fig. 3B,C). This
activation can be explained by the absence in vitro of endothelial cell products such as NO and PGI,, which are
normally present in vivo and reduce platelet activation. Prior to transfusion, Cultured platelets aggregated in
response to ADP and TRAP. Since they lack fibrinogen in their a-granules, thrombin was unable to directly
induce platelet aggregation (Suppl. Fig. 1A,B). Culture of platelets in the presence of fibrinogen could be envis-
aged to solve this problem, but might not be necessary since endocytosis from plasma appears to occur soon after
transfusion of Cultured platelets.

When assessing their capacity to recirculate, the half-life of cultured platelets was found to be equivalent to
that of native ones. We estimated that the proportion of platelets cleared immediately after transfusion (within
3 min) represented around 20%, in Cultured- or Native-platelets further indicating that Cultured platelets acted as
bona fide platelets (Suppl Fig. 2B,C). Following transfusion, Cultured platelets progressively lost their TO staining
(Suppl. Fig. 3A) and became smaller to reach the size of Native platelets (Fig. 3B). This can be explained by their
remodeling attested by the presence of numerous platelets displaying a twisted morphology in the lungs of mice
transfused with Cultured platelets (Fig. 3C,D). These observations recall those of J. Italiano’s group concerning
the conversion of preplatelets, anucleate discoid particles 2-10 um in diameter, into barbell-shaped proplatelets
through microtubule-driven twisting forces'. It may be hypothesized that, constrained by the pulmonary micro-
circulation, Cultured Platelets remodel and divide to form larger numbers of daughter platelets, explaining the
initial maintenance of a constant platelet count. It is noteworthy that following transfusion, circulating Cultured
platelets no longer exhibited activation and were responsive to thrombin stimulation (Suppl. Fig. 3B,C). Whether
pre-activated platelets are eliminated or whether they are passivated through contact with endothelial cells in the
blood vessels is at present not known.

An alternative to the transfusion of cultured platelets has been proposed in the form of the infusion of cultured
MK into mice. The platelets generated in vivo from these cells were mainly released from MK trapped within the
pulmonary circulation. They displayed a normal size and as in the case of Cultured platelets produced ex vivo, an
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Figure 4. (A) Bleeding time. Profound thrombocytopenia was induced in NSG mice 24 h before the assay by
injecting an anti-GPIbae mAb (RAM.6). On day 0, a tail bleeding assay was performed 10 min after retro-orbital
injection of vehicle or 3.10% Native platelets or Cultured platelets. (B) Blood loss was measured over a period of
10 min and values are the mean = SEM in 3 separate experiments, *p < 0.05.

almost normal half-life in the blood stream. However, it is difficult to compare their functional properties as they
could not be separated from the native platelets of the recipient mice*’. In addition, a possible complication due to
the accumulation of infused MK nuclei in the lungs would be avoided in Cultured platelets.

Additionally, of all the criteria that can be assessed, Cultured platelet satisfied the most reliable for a clinical
application, i.e., these platelets limited blood loss and were thus capable of ensuring primary hemostasis upon
transfusion. According to this study, it may be expected that Cultured platelets will fully protect against bleeding
when scale-up production allows the transfusion of larger numbers of platelets into NSG mice.

To conclude, we could demonstrate here that CD34"-derived SR1- Cultured platelets exhibit properties of
bona fide human platelets. In addition, with the technological breakthroughs made in the last few years to pro-
duce large amounts of platelets with a high quality, the concept of cultured platelets as a transfusion alternative
thereby becomes realistic. Nevertheless, several obstacles remain to be overcome before it might be possible to
introduce the routine use of such innovative blood components.
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Supplemental Methods

Platelet aggregation. Aggregation was measured at 37°C by a standard turbidimetric method in an APACT
4004 aggregometer (ELITech Group, Puteaux, France) 4. Briefly, a 135 pL aliquot of platelet suspension
containing 20.10° CP or NP was stirred at 1,100 rpm and activated by addition 0.1 U/mL thrombin, in a final
volume of 150 uL. The extent of aggregation was estimated with APACT LPC software.

Fibrinogen content. After fixation in paraformaldehyde, CP and NP were cytospun, immobilized on poly-L-
lysin, permeabilized with 0.1% Triton X-100 in PBS and incubated sequentially for 30 min, with antibodies
against fibrinogen (green) and GPIbB (RAM.1, red) and with DAPI (blue) for nuclear staining.

Activation assay. Washed NP or CP were stimulated at different time points after infusion into NSG mice,
with thrombin (1 U/mL) in the presence of FITC-anti-P-selectin antibody (25 pg/ml), mixed and at 10 min
fixed with PBS-20 mg/ml PFA for 20 minutes (min). Platelets were pelleted by centrifugation at 1,000 x g for
2 min and resuspended in 500 pl phosphate-buffered saline (PBS). The fluorescence intensity was measured
using a Fortessa-X20 flow cytometer (BD, Biosciences).
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Supplemental Figure 2: (A) Aggregation assay. Washed human platelets were stimulated with thrombin
(0.1 U/mL) in the absence of fibrinogen (CP vs NP: 15.1+1.1 % vs 65.7+1.4 %, n=3). (B) Fibrinogen content.
CP and NP were cytospun, immobilized on poly-L-lysine and incubated with antibodies against fibrinogen
(green) and GPIbB (RAM.1, red) and with DAPI (blue) for nuclear staining. Images were obtained by confocal

microscopy, scale bar =1 um.

Supplemental Figure 1.
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Suppl. Fig. 2: Short time murine circulation model. (A) Flow cytometry analysis. Blood samples were drawn
prior to and at different time points over 30min following transfusion in a Trucount™ Tubes (BD bioscience)
and labeled with specific antibodies. Counting beads are gated and acquisition of events was stopped when
5000 bead events were acquired. (B) The graph represents the number of human platelets circulating in
mouse/uL of blood. Values are the mean + SEM in 2 for Native platelets and 3 for Cultured platelets
separate experiments. (C) The graph represents the % of human platelet recovery, values are the mean +

SEM in 3 separate experiments.

Supplemental Figure 2.
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Supplemental Figure 3: Characterization of cultured platelets after recirculation. (A) Reticulated platelets.
Bar graphs represent the relationship between the thiazol orange (TO) staining and size (FSC) of NP or CP
before and at different time points (30, 120 and 1440 min) following infusion into NSG mice. (B-C)
Activation assay. Bar graphs represent the mean fluorescence intensity of (B) P-selectin expression and (C)
fibrinogen binding, in the presence or absence of thrombin, in NP or CP before injection (BI) and at different

time points (60 and 120 min) after infusion into NSG mice.

Supplemental Figure 3.
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Conclusion

La méthode de production de plaquettes que nous avons développée permet
de libérer aprés une succession d’aspiration et de refoulement a I'aide d’une pipette
de 1 mL des éléments cytoplasmiques dont plus de 95% sont positifs pour des

marqueurs spécifiguement mégacaryocytaires que sont la GPllIb-llla et la GPIba.

D’un point de vue morphologique si ces plaquettes sont plus grandes que des
plaquettes natives (4,9 £0,13 vs 3,3 £0,1 ym), elles présentent comme les plaquettes
natives une forme discoide soutenue par un anneau de microtubules. Cette grande
taille n’est pas une surprise et a déja été documentée par d’autres groupes (Moreau,
Evans et al. 2016, Ito, Nakamura et al. 2018). Des plaquettes de plus grande taille sont
souvent le signe de plaquettes nouvellement produites. Alors que les plaquettes
jeunes s’observent essentiellement lors de de pics de production suite a une
thrombopénie sévére, elles sont faiblement représentées dans les concentrés
plaquettaires qui sont constitués d’un continuum de plaquettes allant de celles venant
d’étre produites a celles qui ont plus de 5 jours. Outre leur plus grande taille,
'observation par microscopie électronique a transmission a également permis
d'observer la présence de nombreux granules multivésiculaires (MVB), les
précurseurs des granules o et d, et de quantités importantes d’ARN et de réticulum
endoplasmique qui sont les caractéristiques principales des plaquettes nouvellement
produites. La production de plaquettes jeunes pourrait représenter un avantage pour
le produit transfusionnel que I'on souhaite développer, en terme de conservation que

I'on pourrait alors supposer plus longue, mais cela reste a démontrer.

Les analyses par cytométrie en flux montrent également qu’elles expriment les
principaux récepteurs plaquettaires comme les membres du complexe GPIb-V-IX, la
GPVI et la GPlIb-llla. Certaines de ces glycoprotéines comme la GPlba peuvent étre
clivées par des de métaloprotéinases, mais cela peut étre évité en utilisant un inhibiteur
comme le KP 457 (un inhibiteur d’ADAM10/17), que d’autres études utilisent
également (Ito, Nakamura et al. 2018). Les plaquettes de culture pourraient présenter
un certain degré de préactivation. En effet, 35% des plaquettes expriment la P-
Sélectine aprés libération qui est le signe d'une activation plaquettaire. Cette
préactivation, déja visualisée par d’autres groupes (Ito, Nakamura et al. 2018, Seo,

Chen et al. 2018), pourrait venir de la méthode de libération et des forces de flux

128



Résultats expérimentaux

exercées sur les prolongements cytoplasmiques lors des différentes étapes
d’aspiration et de refoulement malgré les précautions prises par l'adjonction
d’inhibiteurs de l'activation plaquettaire comme la prostaglandine 12 (PGI2), un
inhibiteur de l'adénosine diphosphate, ou l'apyrase, une enzyme permettant la
dégradation de I'ATP et de 'ADP. L’autre hypothése émise pour expliquer cette
préactivation serait I'absence de cellules endothéliales dans le systéme de culture, qui
in situ sont le lieu de passage des proplaquettes de la moelle osseuse vers la lumiére
des vaisseaux sinusoides et qui sécrétent des inhibiteurs puissants de I'activation

plaquettaire comme le monoxyde d’azote (NO) et la PGI2.

In vitro, dans des tests classiques d’agrégation on constate que les plaquettes
de culture répondent a plusieurs agonistes. Parmi eux, I'agrégation a un agoniste fort
comme la thrombine n’est cependant pas maximale. Ceci s’explique par le fait que les
granules des plaquettes de culture ne présentent pas la méme composition que les
granules des plaquettes natives. Elles sont notamment dépourvues de fibrinogéne, ce
qui empéche un recrutement optimal des plaquettes lors de I'agrégation. On a
cependant pu constater qu’apres recirculation dans la souris, les plaquettes de culture
étaient capables de se charger en fibrinogéne. Ne pouvant isoler les plaquettes
humaines des plaquettes de souris, on ne peut re-tester leurs capacités d’agrégation
aprés recirculation. Par contre nous décrivons une agrégation avec un agoniste faible,
'ADP, qui n’avait pas encore été décrite et qui signe une bonne réactivité des

plaquettes

Concernant les études fonctionnelles in vivo, nous avons utilisé des souris
immunodéficientes de type NOD SCID gamma (NSG). Ces souris présentent une
diminution de 'immunité innée, un défaut de production d’anticorps grace a la mutation
d’une protéine implique dans la recombinaison V(D)J une mutation du récepteur a I'lL2
ainsi qu’'une diminution des cellules NK, lymphoides B et T(Racki, Covassin et al.
2010). Elles ont été prétraitées au clodronate, afin d’éliminer les macrophages (Hu,
Van Rooijen et al. 2011) ce qui permet encore d’améliorer la recirculation des
plaquettes humaines. A la suite d’analyse en cytométrie de flux, nous avons constaté
que le nombre de plaquettes natives humaines diminuait graduellement aprés
perfusion, alors que le nombre de plaquettes de culture recirculantes atteignait un
plateau transitoire pour ensuite diminuer progressivement et comme les plaquettes

natives disparaitre de la circulation. On a pu en déduire une demi-vie similaire pour les
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plaquettes de culture et les plaquettes native d’environ 24h. Il a été mis en évidence
que ce plateau correspondait a un remodelage des plaquettes de culture. En effet,
aprés une analyse par microscopie confocale un remodelage des plaquettes a été
observé dans la microcirculation pulmonaire, qui permet aux plaquettes de culture qui
avant transfusion possédaient une taille de 4,9 um de diamétre de retrouver la taille
des plaquettes natives c’est-a-dire environ 2 um. Comme montré par I'équipe de
Joseph ltaliano dans un modéle in vitro, ce remodelage met en ceuvre une torsion des
microtubules qui formant une structure en 8 générant en son centre un point de rupture
permet, a partir d’'un seul élément, la génération de deux éléments (Italiano, Lecine et
al. 1999). Le groupe de Koji Eto obtenant aprés recirculation ce méme plateau avec
des plaquettes de culture avait également émis I'hypothése d’'un remodelage (lto,
Nakamura et al. 2018).

Le nombre de plaquettes transfusées dans la souris NSG thrombopénique est
de 3.10" plaquettes, mais cette quantité de plaquettes de culture ou de plaquettes
natives ne permet pas de corriger le temps de saignement. Il faudrait, pour y parvenir,
transfuser bien plus de plaquettes ce qui n’est pour le moment pas envisageable en
terme de production au laboratoire. Cependant nous avons pu constater dans nos
conditions que les plaquettes de culture comme les plaquettes natives diminuaient

drastiquement la perte sanguine mettant en lumiére leurs capacités hémostatiques.

En conclusion, cette caractérisation récapitule les analyses essentielles pour
démontrer que les plaquettes de culture sont similaires aux plaquettes natives et
répondre aux autorités de santé lors de la constitution du dossier que nous
présenterons a ’TANSM (Agence nationale de sécurité du médicament et des produits
de santé). Il est a préciser que lors de I'essai, les plaquettes seront libérées non pas
manuellement, mais par un dispositif, basé sur 'analyse de la succession d’aspiration
et de refoulements, qui est en cours de production par la société Saint-Gobain. Il faudra
donc s’assurer que I'ensemble des fonctions seront préservées. Nous avons déja
quelques preuves encourageantes. En effet, nous avons testé le prototype du dispositif
développé par Yannick Knapp en analysant la morphologie, les fonctions in vitro et la
recirculation des plaquettes aprés transfusion. On a pu observer, qu’il permettait de
libérer les plaquettes tout en conservant le rendement de 150 plaquettes/CD34 et que

les plaquettes de culture produites étaient similaires aux plaquettes natives. Toutefois
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la caractérisation du produit fini ne s’arrétera pas |a, d’autres critéres seront a analyser

comme la toxicité, la formulation et la stabilité du produit.

L’objectif de ce premier essai chez 'lHomme est d’évaluer la durée de vie des
plaquettes de culture et pour cela il sera nécessaire de pouvoir déterminer la quantité
exacte de plaquettes de culture circulantes dans I'organisme suite a la transfusion. Un
suivi sur une semaine est planifié. Pour permettre cette quantification, les plaquettes
de culture seront marquées avec un radioisotope, I'Indium'"", une technique maitrisée
par le service de médecine nucléaire des HUS. Cette technique est intéressante
puisqu’elle permet en plus de la quantification de déterminer la localisation des
plaquettes par PET-SCAN dans I'organisme. Bien que ce protocole soit réalisé en
routine a I'hépital, il sera important de s’assurer que les plaquettes de culture
présenteront un rendement de couplage a I'lndium™" équivalent a celui des plaquettes

natives.

Cette étude constitue un préalable a la preuve de concept que nous souhaitons
mener avant d’envisager la prochaine étape qui est : la production de plaquette de
culture a grande échelle, pour faire des plaquettes de culture un futur produit

transfusionnel.
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Les résultats acquis durant cette thése ont permis de préciser les mécanismes
dépendants de 'AHR contrdlant la mégacaryopoiése et d’'avancer dans la production

et la caractérisation de plaquettes de culture a visée transfusionnelle.

L’identification d’'un progéniteur mégacaryocytaire présentant une forte capacité a
produire des plaquettes en présence de StemRegenin 1 (SR1), antagoniste de 'AHR,
a non seulement permis d’améliorer notre rendement de plaquettes de culture mais a
également soulevé la question du mécanisme impliqué dans cet effet, a I'époque
inattendu. Alors que I'hypothése d’une implication de la voie canonique passant par la
dimérisation de 'AhR avec 'ARNT était supposée au vu de la répression de CYP1B1,
les résultats obtenus durant ce travail de these révélent une voie alternative impliquant
le facteur de transcription IKZF1, membre de la famille IKAROS dont il semble étre le
seul représentant dans la lignée mégacaryocytaire.

Nous avons montré qu’il existait, a l'instar de ce qui a été observe dans les cellules
ILC3 (Groupe 3 Innate Lymphoid Cell) de lintestin, une interaction AHR:IKZF1 dans
les MK et plus précisément dans la population a fort pouvoir a produire des plaquettes,
la POI. Cette interaction semble indispensable a 'émergence et a 'amplification de la
POI en réponse a SR1 ou aux MSC. Elle favorise son maintien a I'état de progéniteur,
en régulant négativement sa maturation, comme en atteste la dérégulation de
I'expression des transcrits spécifiques de la MKP, une étape qui serait un prérequis
pour par la suite la maturation optimale des MK et une production de plaquettes
efficace. Nos résultats semblent de plus exclure I'intervention de la voie canonique

classique de 'AHR.

Si ces résultats mettent en avant une nouvelle voie alternative, ils n’excluent pas
pour autant I'existence ou lintervention d’autres voies non canoniques de 'AHR,
comme la voie Wnt/Bcaténine, connue pour sa régulation des étapes tardives de
maturation des MK ou encore les voies MAPK et JAK/Stat qui sont, quant a elles,

mises en jeu lors de la liaison de la TPO a son récepteur MPL.

Au-dela du rble au cours de la MKP identifié ici, ’TAHR agit de maniére plus large
et plus complexe a différents niveaux de 'hématopoiése. Il est trés exprimé dans les
CSH et est responsable de leur maintien dans un état de quiescence. L'utilisation de
SR1 permet de lever I'état de quiescence pour permettre aux CSH d’entrer en cycle et

de proliférer. Les mécanismes responsables de la prolifération des CSH médiées par
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'AHR sont encore a étayer pour offrir des perspectives d’amélioration de cette étape
(Boitano, Wang et al. 2010). L’AHR est également un élément clé dans la décision du
MEP a s’orienter soit vers la voie érythrocytaire soit mégacaryocytaire. L’utilisation
d’'un agoniste comme FICZ favorise son orientation dans la lignée érythroide et un
antagoniste comme SR1 permet son orientation dans la MKP (Smith, Rozelle et al.
2013). La encore, il serait intéressant de mettre en lumiére les mécanismes fins qui
régulent cette balance érythro/mégacaryocytaire. Cette étude nous permettrait ainsi
d’optimiser efficacement 'orientation du MEP dans la voie mégacaryocytaire. LAHR a
également été décrit pour réguler un certain nombre de protéines du cycle cellulaire
également impliquées dans le polyploidisation des MK, les cycline D1 et E, 'AIP (aryl
hydrocarbon receptor interacting —protein) impliquée dans la stabilisation de la
survivine, ou encore HES-1, un géne cible de 'AHR (Lindsey and Papoutsakis, 2011).
Nos MK de culture apparaissant peu polyploides, et il est indispensable d’améliorer
cette étape puisqu’il apparait que le niveau de ploidie serait corrélé a la capacité des
MK a libérer les futures plaquettes (Mazzi, Lordier et al. 2018). Enfin, des études ont
révélé un role important de 'AHR et des CYP450 dans la régulation de la synthése
des acides gras et du cholestérol, des lipides indispensables a I'amplification du DMS
et a la maturation optimale des MK (Angrish et al., 2011; Pelclova et al., 2002). L’ étude
de plusieurs pathologies plaquettaires s’accompagnant d’'une diminution du chiffre
plaquettaire a montré I'importance d’'une organisation et expansion optimales du DMS
pour la libération efficace des plaquettes (section Il. A. 3. c.). Exploiter la voie de 'AHR

pour améliorer la formation du DMS permettrait d’optimiser la maturation des MK .

L’ensemble des réles de 'AHR au cours de la MKP, issus de la littérature et des
travaux de ma thése ouvrent des perspectives encourageantes pour en explorer les
mécanismes avec plus de précision. Identifier les voies alternatives et l'identité de
ligands endogénes ou sécrétés permettant d’amplifier la POI en présence de MSC
permettrait d’améliorer des étapes aujourd’hui limitantes de la production de
plaquettes, comme la prolifération des CSH et la maturation optimale des MK. Une
approche envisagée repose sur une étude transcriptomique comparant les POI
obtenues en présence de SR1 et de MSC, avec comme acteurs possibles le systéeme
enzymatique impliqué dans le métabolisme du tryptophane dont les métabolites sont
connus pour étre des ligands de I'AHR. La recherche de ligand de I'AHR

structurellement poche de SR1 peut également étre envisagée dans le milieu de
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culture des MSC. Enfin il sera intéressant de croiser les données obtenues dans le
contexte de la MKP avec celles d’autres processus physiologiques dans lesquels
'AHR est impliqué.

Concernant le deuxiéme aspect du travail qui portait sur I'analyse de la qualité des
plaquettes produites en culture, il me semble important de situer nos travaux au regard
de la compétition internationale. La source de cellules choisies pour la différenciation
meégacaryocytaire et la production des plaquettes est un élément clef de comparaison.
Il s’agit soit de progéniteurs hématopoiétiques CD34", choix que nous avons fait, soit
d’'iPSC. La forte capacité de prolifération des iPSC est un avantage du point de vue de
la production, mais est contrebalancée par une moindre capacité de différenciation. A
l'inverse les progéniteurs CD34" tels qu'utilisés ici présentent une forte capacité de
différenciation, mais une plus faible prolifération. La différenciation a partir d'iPSC se
heurte, contrairement aux CD34*, a une deuxiéme difficulté, qui est d’étre trés délicate
a mettre au point, longue et onéreuse. Ceci a poussé certaines équipes a optimiser
cette différenciation grace a la réalisation de MK-FOP (Moreau, Evans et al. 2016) ou
a la surexpression de c-MYC et a la génération de lignées immortalisées, comme les
imMKCL (Takayama, Nishimura et al. 2010). Bien que cette approche permette une
forte multiplication, les procédés d’immortalisation pourraient poser probleme lors de
la production a visée transfusionnelle ou il faudrait s’assurer de I'absence de cellule
vivantes nucléées potentiellement tumorigénes. Pour cela, la solution proposée
pourrait étre Iirradiation des poches, qui est envisageable, mais dont I'efficacité pour
ce type de concentrés plaquettaire resterait a démontrer. A I'oppose, l'utilisation de
CD34* comme source cellulaire permettrait d’éliminer les risques de cancérisation

post-transfusionnelle par des cellules résiduelles génétiqguement modifiées.

Un deuxiéme élément de comparaison, clé en vue de ['utilisation en transfusion,
concerne l'intégrité, la fonctionnalité, les propriétés hémostatiques et la capacité de
recirculation des plaquettes de culture. Mon travail a démontré que les plaquettes
produites a partir de cellules CD34*, dans nos conditions de culture, répondaient a
'ensemble de ces criteres. L'examen de la littérature révéle qu’'a ce jour la seule
analyse aussi exhaustive n'a été réalisée que par I'équipe de Koji Eto sur des
plaquettes produites a partir d'imMCKLs. Cette équipe démontre, comme nous et sur
les mémes criteres morphologiques et fonctionnels, leur capacité a produire des

plaquettes semblables aux plaquettes circulantes.
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Un troisieme point de comparaison essentiel concerne le développement de
systemes de culture et de libération de plaquettes en vue d’'une production a grande
échelle en respectant les BPF. Un important travail et des progrés ont été réalisés
durant cette thése sur ce théme mais n’ont pas été présentés pour cause de protection
intellectuelle. Plusieurs systemes ont été présentés dans la littérature mais a ce jour
un seul, celui développé par I'équipe de Koji Eto, a été développé pour une production
en masse dans des bioréacteurs ou les plaquettes sont libérées sous l'effet de flux
turbulents. La majorité des autres systémes s’appuie sur la perfusion au travers de
chambres microfluidiques qui semblent peu adaptées a la montée en échelle
importante requise pour répondre aux besoins transfusionnels. Un dispositif
permettant la libération des plaquettes de culture de conception différente mais
également basé sur I'application de flux turbulents a été généré au cours de cette thése
en collaboration avec un biophysicien. |l fait actuellement I'objet d’'un dép6t d’un brevet
dans lequel nous avons montré une morphologie et une fonctionnalité des plaquettes
générées semblables aux plaquettes natives, a 'image de ce qui a été montré dans

les travaux présentés dans la publication n°2.

Dans la comparaison des plaquettes issues de cellules CD34" ou d’'IPSC, un point
mis avant en faveur de ces dernieres est la possibilité de produire des plaquettes
universelles, incapables d’exposer les molécules HLAI. Des plaquettes déficientes
pour la B2 microglobuline ont permis d’obtenir des plaquettes négatives pour les
principaux antigénes d'histocompatibilité (Lindsey and Papoutsakis 2012, Smith,
Rozelle et al. 2013, Lindsey, Jiang et al. 2014, Pombo, Lamé et al. 2015). A nouveau
ici le risque de transfuser des cellules génétiquement modifiées ne doit pas étre sous-
estimé. L'utilisation de lots de CD34" HLA génotypées permettrait de se prémunir des

risques de réactions allo-immunes post-transfusionnelles.

En raison de la production toujours limitée des plaquettes de culture, une
alternative serait la transfusion de MK obtenus en culture a partir de CSH. La faisabilité
d'une telle technique a déja été explorée chez 'Homme et si les résultats sont
encourageants, un certain nombre de questions sont a résoudre pour que cette
stratégie puisse étre utilisée a grande échelle dans un cadre clinique (Bertolini,
Battaglia et al. 1997)(Xi, Zhu et al. 2013)(Jarocha, Vo et al. 2018). Une premiére serait
de savoir si les MK cultivés peuvent étre directement infusés chez I'Homme, car étant

de grande taille et formant en culture des agrégats ils pourraient occlure de petits

136



Discutions générale

vaisseaux apres leur transfusion. Bien que l'irradiation soit une solution avancée pour
éliminer les risques tumorigénes liés a la transformation des MK obtenus in vitro, il
reste a déterminer si l'irradiation des MK affecte la production de plaquettes et leur
fonction in vivo. De plus, les conditions de culture ne récapitulant pas encore
fidelement le microenvironnement de la moelle osseuse, les MK obtenus ne sont pas
dans un état de maturité optimal ce qui limite leur capacité a produire des plaquettes
aprées perfusion (Di Buduo, Kaplan et al. 2017, Seo, Chen et al. 2018, Strassel, Gachet
et al. 2018). Enfin, méme si une étude montre, dans un modéle murin, la capacité de
plaquettes humaines dérivées de MK humains transfusés a s’intégrer a la formation
d’'un thrombus, pour l'instant aucune équipe n’a apporté de preuves relatives a leur

capacité a assurer une fonction hémostatique normale (Wang and Zheng 2016).

En conclusion bien que la perspective de transfuser des plaquettes de culture a
grande échelle paraisse encore lointaine, les prochaines années vont trés
certainement apporter une bien meilleure connaissance des mécanismes et acteurs
impliqués dans la mégacaryopoiése et la production efficace des plaquettes. La, ou
les voies, passant par 'AHR est une des pistes prometteuses dans ce sens. Enfin,
malgré les limites actuelles de nos systémes de culture, les résultats montrant
'obtention de plaquettes trés similaires aux plaquettes natives rassurent sur la
capacité de transférer les données qui seront obtenues au niveau mécanistique vers

la production de plaquettes répondant aux besoins de la transfusion.
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L’aryl hydrocarbon récepteur, un acteur important de la biogenése des plaquettes

permettant la production de plaquettes de culture a visée transfusionnelle

Résumé

Les plaquettes sanguines jouent un réle vital en assurant 'hémostase normale. Les anomalies
quantitatives ou qualitatives des plaquettes sont responsables d’accidents hémorragiques graves. Afin
de prévenir ces complications chez des patients présentant des numérations plaquettaires fortement
diminuées, il est nécessaire de les transfuser. La demande croissante en produits sanguins controlés,
indemnes de risques infectieux, immunitaires et inflammatoires, couplée a la durée de stockage limitée
des plaquettes (5 jours) conduisent frequemment a des situations a flux tendus. Dans ce contexte, une
alternative au don serait de disposer de plaquettes sanguines produites en conditions in vitro. Il est
possible aujourd’hui de produire des plaquettes de culture, dont la taille et la fonctionnalité sont
similaires aux plaquettes natives. L'utilisation d’'un ligand de I'AHR le StemRegenin1 (SR1), favorise
cette production, mais les voies de signalisation impliquées ne sont pas définies. Les rendements sont
encore faibles et les verrous scientifiques nombreux. Il est donc nécessaire de mieux comprendre les
mécanismes cellulaires et moléculaires qui gouvernent la biogenése des plaquettes, afin d’'améliorer la

production de plaquettes in vitro a visée transfusionnelle.
Mots clés : mégacaryocyte, plaquettes in vitro, StemRegenin1, aryl hydrocarbon récepteur
Résumé en Anglais

Blood platelets play a key role in ensuring normal hemostasis. Abnormalities in the quantity or quality of
platelets are responsible for serious bleeding events. In order to prevent these complications in patients
with severely decreased platelet counts, transfusion is necessary. The increasing demand for controlled
blood products, free of infectious, immune and inflammatory risks, coupled with the limited storage time
of platelets (5 days) leads frequently to a "just-in-time" situation. In this context, an alternative to donation
would be the availability of blood platelets produced under in vitro conditions. It is now possible to
produce cultured platelets, which are similar in size and functionality to native platelets. The use of an
AHR ligand, StemRegenin1 (SR1), promotes this production but the signalling pathways involved are
not defined. Yields are still low and there are many scientific locks. It is therefore necessary to better
understand the cellular and molecular mechanisms governing platelet biogenesis in order to improve in

vitro platelet production for transfusion.

Key words :megakaryocyte, in vitro platelets, StemRegenin1, aryl hydrocarbon récepteur
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