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NOUVELLE

Le globule rouge de culture :
une nouvelle étape
dans I’ingénierie cellulaire

Marie-Catherine Giarratana, Luc Douay

> 'une des caractéristiques majeures du
globule rouge (GR) humain est d’étre la
seule cellule a avoir une durée de vie
prolongée (120 jours) malgré I'absence
de noyau. U'organisme contient 4 a 5 x
10'? GR totalement renouvelés en trois
semaines dans des conditions physiolo-
gique. Les mécanismes de I’énucléation
sont soupgonnés [1, 2] mais non formel-
lement établis faute de conditions expé-
rimentales permettant la production
massive ex vivo de GR. De telles condi-
tions doivent en effet répondre a trois
impératifs : "amplification massive des
cellules  souches hématopoiétiques
(CSH) primitives, I'induction contrdlée
d’une différenciation exclusive vers la
voie érythroide et I'achévement d’une
maturation terminale jusqu’au stade de
la cellule énucléée. S'il est relativement
aisé d’obtenir une différenciation éry-
throide sélective [3], les données de la
littérature font toutefois état soit d’une
importante prolifération cellulaire sans
maturation terminale [4], soit de I’ob-
tention de I’énucléation mais avec une
amplification réduite [5].
condition ex vivo n’a été a ce jour décrite

Aucune

qui permette d’associer une prolifération
massive et une énucléation de la totalité
des érythroblastes.

Nous avons précédemment rapporté un
protocole d’expansion de CSH issues de
sang de cordon dans un milieu défini et
sans stroma, reposant sur [|'ajout
séquentiel de facteurs de croissance

[6]. Partant de cellules CD34", ce proto-
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cole permet une production cellulaire
massive (jusqu’a une amplification de
200 000 fois) et pure de précurseurs éry-
throides (95% a 99 %). Contrairement &
nos observations ex vivo, ces progéni-
teurs/précurseurs injectés a la souris
NOD/SCID (non-obese diabetic severe
combined immunodeficient, modéle ani-
mal utilisé classiquement pour I"analyse
de la reconstitution in vivo de CSH) sont
capables de continuer a proliférer in vivo
et de se différencier en quatre jours jus-
qu’au stade terminal de cellules énu-
cléées, confirmant le réle majeur du
micro-environnement dans la différen-
ciation érythroide terminale (Figure 1).

U’hématopoiese in vivo chez I’homme
adulte est en effet obtenue grdce a un
processus dynamique de fabrication situé
dans la moelle osseuse, a partir d’une
minorité de CSH, selon une hiérarchie cel-
lulaire construite sur un modeéle pyrami-
dal (cellules souches, progéniteurs et cel-
lules matures) [7], en étroit contact avec
le micro-environnement [8]. Les cellules
stromales jouent un rdle déterminant
dans la sécrétion de facteurs solubles de
régulation et comme cellules de la
matrice extracellulaire. Les contacts
intercellulaires et les facteurs solubles
activateurs, ou inhibiteurs, sont des élé-
ments clés de la régulation de "hémato-
poiese [9]. Sur la base de ces données,
nous avons congu un protocole d’expan-
sion et de différenciation des cellules
CD34* d’origine sanguine, médullaire et
de cellules souches en trois phases : une
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premiére (en milieu liquide) de proliféra-
tion et d’induction de la différenciation
érythroide en présence de stem cell fac-
tor, d’interleukine-3 et d’érythropoié-
tine; une deuxiéme phase sur un modéle
de reconstitution de micro-environne-
ment (lignée stromale murine MS5 ou cel-
lules mésenchymateuses humaines), en
présence d’érythropoiétine seule; et une
troisieme phase, en présence des seules
cellules stromales, sans aucun facteur de
croissance [10].

Amplification massive de cellules
érythroides

Ce protocole autorise a la fois I’expan-
sion massive de cellules souches/progé-
niteurs CD34" et la différenciation com-
plete, jusqu’au stade de GR matures par-
faitement fonctionnels. €&n effet, au
15¢ jour, le plateau d’amplification cel-
lulaire est de I’ordre de 15 000 fois pour
des cellules CD34" issues de la moelle
osseuse ou du sang périphérique, de
30 000 fois pour celles issues de cyta-
phéréses mobilisées par un facteur de
croissance, le granulocyte-colony-sti-
mulating factor (G-CSF), et 140 000 fois
pour celles provenant de sang de cordon.
A J15, 98 % des cellules sont des réticulo-
cytes. A J18, prés de 100 % des cellules
sont des GR énucléés ayant toutes les
caractéristiques morphologiques de GR
natifs (Figure 1). La prolifération peut
atteindre 2 x 106 fois en prolongeant sim-
plement la premiére phase pendant trois
jours supplémentaires.
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Les réticulocytes et les globules rouges de
culture sont parfaitement normaux tant
en ce qui concerne : (1) leur contenu
enzymatique (glucose-6-phosphate-déshy-
drogénase, pyruvate-kinase), ce qui
témoigne de leur capacité a réduire le glu-
tathion et a maintenir la concentration
d’ATP pour éviter I"accumulation de 2-
3 diphosphoglycérate qui produirait une
diminution d’affinité de ’hémoglobine ; (2)
leur membrane, leur assurant une parfaite
capacité de déformation (évaluée par
ektacytométrie et analyse des protéines) ;
(3) leur hémoglobine, qui se comporte
comme une hémoglobine tétramérique,
capable de fixer et de relarguer I'oxygene
(établi par photodissociation par flash
laser et mesure de la saturation en oxy-
gene) ; (4) leur capacité de survivre in vivo,
évaluée par injection a la souris NOD/SCID.

Un modéle multidisciplinaire

Nous avons ainsi établi une méthodolo-
gie de production en grand nombre de
globules rouges humains matures, a par-
tir de cellule souches hématopoiétiques
de diverses origines cultivées ex vivo. Ce
nouveau concept de « globule rouge de
culture » est utile a "analyse fondamen-
tale des mécanismes de I’érythropoiese
terminale non encore completement
identifiés et a la compréhension de la
synthése de I"hémoglobine encore mys-
térieuse. Il est évidemment extrapolable
a une approche transfusionnelle dans la
mesure ol I'amplification atteinte per-
met raisonnablement d’envisager la pro-
duction de I’équivalent de deux a six
concentrés globulaires standards a par-
tir d’'un prélévement classique de cyta-
phérése ou d’un sang de cordon. Cette
méthodologie peut constituer un outil
simple pour I’étude du cycle de repro-
duction de certains agents infectieux
ciblant la lignée érythroide comme
P. falciparum. Ce globule rouge de cul-
ture peut enfin servir de vecteur médica-
menteux d’un nouveau genre. Les appli-
cations de ce modele sont donc poten-
tiellement importantes. ¢

Cultured red blood cells:

a new step in cell engineering
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Figure 1. Stades de maturation de la lignée érythroide vers le globule rouge énucléé. Partant d’une

population indifférenciée de cellules souches/progéniteurs, I’engagement érythroide est évident

des 8 jours de culture. Les cellules suivent alors les stades physiologiques de la différenciation :

pro-érythroblastes, érythroblastes basophiles, acidophiles, polychromatophiles, jusqu’au glo-

bule rouge mature qui a expulsé son noyau (J18).



