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RESUME

Les macrophages (M) résidents jouent plusieurs réles en fonction des tissus qu’ils occupent. Parmi eux,
le macrophage central (M®c¢) forme une niche qui soutient le développement des érythroblastes. De
récentes évidences montrent que ces cellules expriment le récepteur a I'érythropoiétine (EPOR) et
pourraient produire de I'érythropoiétine (EPO) en réponse au contact avec des cellules apoptotiques dans
les ilots érythroblastiques. L'EPOR est associé a JAK2, une kinase intercellulaire impliquée dans la
prolifération et la tolérance chez les M®. Cependant, peu est connu sur les événements impliquant JAK2
qui meénent a I'adoption du profil de M®c. La polycythémie vera (PV) est une maladie génétique rare
causée principalement par la mutation V617F du gene jak2 qui rend le récepteur d’EPOR actif de fagon
constitutive, et ligand indépendant. Les personnes qui souffrent de cette maladie ont un hématocrite élevé
et développent une splénomégalie en raison de I'engagement biaisé des précurseurs myéloides en
érythroblastes. Les modeéles murins de cette pathologie reproduisent ces symptémes et sont intéressants
pour étudier cette voie de signalisation dans le contexte de I'érythropoiése chez les M®. Ce projet avait
pour but d’explorer I'axe EPOR/EPO/JAK2 dans I'acquisition d’un profil pro-érythropoiétique/tolérant chez
les M® qui est un phénoméne méconnu. L'acquisition de ce profil chez les M® dérives de la moelle
osseuse (BMDM) conditionnés avec des cellules apoptotiques ou avec la mutation Jak2'" a été évaluée.
Les BMDM conditionnés avec les cellules apoptotiques produisaient plus d’EPO et exprimaient plus 'EPOR.
Les MO conditionnés avec le milieu apoptotique étaient plus tolérants et exprimaient davantage le insulin
growth factor 1 (IGF-1). Les souris Jak2/+ avaient plus de M® au niveau de leurs rates et soutenaient
I’érythropoiése en formant des flots érythroblastiques grace a la surexpression de CD106. En conclusion,
I’axe EPO/EPOR/JAK2 est une voie de signalisation novatrice chez les M® dans I’acquisition d’un profil pro-
érythropoiétique.

Mots clés : macrophages centraux, macrophages de la pulpe rouge, érythropoiétine, JAK2, polycythémie

vera



ABSTRACT

Residential macrophages (M®) have many functions depending on the tissue they occupy. In particular,
the central macrophage (M®c) is responsible for the formation of the erythroblastic isle, a niche that
supports the development of erythroblasts. Recent evidence shows that these cells express the
erythropoietin receptor (EPOR) and produce EPO in response to apoptotic cells in the erythroblastic isle.
EPOR s associated to JAK2, an intracellular kinase that induces proliferation and tolerance in M®. However,
the events involving JAK2, leading to the development of M®c are still unknown. Polycythaemia vera (PV)
is a rare disease caused mainly by a punctual mutation of jak2 that makes the EPOR activated constitutively
in a ligand independent manner. People suffering from this disease have a high hematocrit and develop a
splenomegaly caused by the biased development of myeloid cells in erythroblasts. Mouse models of this
disease replicate these symptoms, making them interesting for the study of the JAK2 signaling in M®. In
this study, we examined the role of the EPO/EPOR/JAK2 signalisation in the acquisition of a pro-
erythropoietic profile in bone marrow derived macrophages (BMDM) when conditioned with apoptotic
cells or with the Jak2"F mutation. BMDM conditioned with apoptotic cells produced more EPO and
expressed EPOR to a higher degree. When conditioned with apoptotic cell media, they became tolerant
and produced more IGF-1. Jak2/+ mice had more M@ in their spleens. These M® expressed a high amount
of CD106 and formed erythroblastic isles. In conclusion, the EPO/EPOR/JAK2 signalisation is a novel target
in the acquisition of pro-erythropoietic functions in MO.

Keywords : central macrophages, red pulp macrophages, erythropoietin, JAK2, polycythaemia vera



INTRODUCTION

Les MO sont des cellules hautement plastiques et surtout connues pour leurs réles de défense immunitaire
contre les pathogenes. Cependant, dans pratiquement tous les tissus, il y a des populations de MO
résidents qui prennent en charge des fonctions spécifiques a I'organe ou le tissu qu’ils occupent (Gordon
et Pliddemann, 2017). Les M®¢ sont un type de MO résident qui est responsable du développement des
érythroblastes dans une niche appelée flot érythroblastique dans la moelle osseuse. lls expriment des
molécules d’adhésions qui assurent I'intégrité de I'llot, sécretent des facteurs de croissance qui favorisent
la différenciation et la prolifération des érythroblastes et agissent comme une source de fer pour ces

derniers afin qu’ils puissent synthétiser I'hémoglobine (Klei et al. 2017).

Cependant, peu est encore connu sur les circonstances nécessaires qui permettent a un MO naif de
devenir un M®¢ pour assurer la formation des ilots. Récemment, un modele murin qui exprime le
récepteur a I'érythropoiétine (I'EPOR) fusionné a la GFP sous son promoteur endogéne a permit de mettre
en évidence que les M® de la moelle surexprimant ce récepteur forment des filots érythroblastiques
composés de plusieurs érythroblastes, comparés a ceux qui expriment peu I'EPOR. Ce récepteur est
associé a une paire de molécules Janus kinase 2 (JAK2) qui sont responsable d’initier la signalisation
cellulaire suite au contact du ligand EPO au récepteur. L’analyse du transcriptome de ces M® a permis de
stipuler que ces M® expriment les protéines nécessaires pour remplir les fonctions des flots, mais
favorisent aussi un profil tolérant de type M2, en réprimant I'expression de génes impliqués dans la
défense immunitaire ainsi que I'inflammation (Li et al., 2019). Cette découverte met en lumiére le réle
potentiel de I'axe EPO/EPOR/JAK2 dans I'acquisition et le maintien des fonctions pro-érythropoiétiques

des M.

Plus tot, le groupe de recherche de Li a démontré que les M® du péritoine expriment I'EPOR et que leur
conditionnement avec des cellules apoptotiques stimule leur production d’EPO. Ce méme groupe de
chercheurs a montré que cette EPO peut agir de facon autocrine afin d’induire un profil tolérant chez les
MO, et les rendre plus aptes a éliminer les cellules par phagocytose (Luo et al., 2016). Or, dans I'ilot
érythroblastique, I'apoptose des érythroblastes en maturation est un mécanisme qui assure que les taux
d’érythrocytes en circulation soient maintenus a des niveaux optimaux, pour fournir I'oxygene a toutes les
cellules de I'organisme. Puisque I'EPO est une hormone clé dans I'engagement des cellules souches

myéloides dans la voie érythroblastique, nous avons voulu investiguer cette voie de signalisation chez les



macrophages dérivés de la moelle osseuse (BMDM). Nous avons ensuite étudié I'adoption d’un profil pro-
érythropoiétique chez ces MO a la suite du conditionnement avec des cellules apoptotiques et 'EPO. Ce
profil a été basé sur les analyses de transcriptome de Li et al. (2019). Plus précisément, nous avons
investigué I'adoption d’'un profil tolérant et I'expression des génes nécessaires pour former les flots et

assister le développement des érythroblastes.

Afin d’évaluer 'axe EPO/EPOR/JAK2 chez les M®, nous avons aussi utilisé un modéle murin de PV qui se
caractérise par la mutation V617F dans le géne de la tyrosine kinase jak2 (Mullally et al., 2010). Cette
kinase intracellulaire est associée a des récepteurs comme I'EPOR et rend active leur voie de signalisation
de fagon constitutive, et ligand indépendante. Il en résulte que ces souris ont un hématocrite élevé qui
résulte d’une érythropoiese exacerbée dans la rate et la splénomégalie. Chez ces souris, I’élimination des
MO de fagon systémique rétablit I’'hématocrite et atténue la splénomégalie, indiquant le role important
que ces cellules jouent dans les symptémes de la PV (Ramos et al., 2013). L’érythropoiése exacerbée dans
la PV partage des similitudes avec I'érythropoiese de stress qui s’engage chez les souris dans cet organe
en cas d’anémie, durant laquelle une autre population de MO résidents, les M®; prennent en charge la
production de globules rouges (Liao et al., 2018). Traditionnellement, les M®, ont comme fonction
I’élimination des érythrocytes sénescents. Nous avons donc évalué la capacité des M®p et M®c¢ a soutenir

I’érythropoiése dans ce modéle de PV.



CHAPITRE 1

ETATS DES CONNAISSANCES

1.1 Les macrophages

Les MO sont des cellules d’origine myéloide qui assurent de nombreuses fonctions au sein de I'organisme.
Ce type cellulaire a la particularité d’étre hautement plastique, lui permettant de jouer des dstant dans la
défense immunitaire que dans le maintien de I'"homéostasie tissulaire. Les M® sont distribués dans
I’ensemble du corps et ont des fonctions toutes aussi variées que les tissus dans lesquels ils se retrouvent
(Gordon et Pliddemann, 2017). Entre autres, les MO soutiennent la production et destruction de globules
rouges. Dans la moelle osseuse, des M®¢ procurent une niche aux érythroblastes, tandis qu’a la fin de la
vie des globules rouges, ce sont les M®p qui les éliminent, et les actions de ces deux populations myéloides

sont coordonnées afin de garantir une balance adéquate en érythrocytes (Klei et al., 2017).

1.1.1 Le développement des macrophages

Les MO dérivent de cellules hématopoiétiques dans la moelle osseuse, engagées dans la voie de
différentiation myéloide et monocytaire. Les cellules souches hématopoiétique (HSC) répondent au stem
cell factor 1 (SCF-1) dans les niches hématopoiétiques et génerent par division asymétrique, des
précurseurs myéloides communs (CMP), aussi appelés Colony forming unit — Granulocytes Erythroids
Monocytes and megakaryocytes (CFU-GEMM). Ces derniers sont pluripotents et peuvent donner lieu a
tous les types de cellules myéloides. Au stade suivant, ils deviennent des précurseurs de granulocytes et
M® (GMP), aussi appelés CFU-GM. Ces cellules maintiennent leur pluripotence, pouvant générer des
monocytes, neutrophiles ou cellules dendritiques (Trzebanski et Jung, 2020), a partir du stade de
progéniteurs de monocytes et cellules dendritiques (MDP). Ce n’est qu’en présence du facteur de
croissance M-CSF ou GM-CSF que ces précurseurs deviennent des CFU-M. Ces facteurs de croissance
activent des voies de signalisation PI3K-Akt et MEK-ERK qui menent au remodelage du cytosquelette,

I’adhésion cellulaire, la survie et la prolifération (Kurotaki et al., 2017).
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Figure 1.1 Modéles de développement des macrophages

Dans le modele classique, les précurseurs myéloides traversent les stades GMP et MDP avant de devenir des
monocytes. Dans le modele révisé, Les CMP s’engagent soit en GMP qui aboutit a des monocytes de type neutrophile
ou il se spécialise en MDP qui donne des monocytes de types dendritiques. Figure tirée de Trzebanski et Jung. (2020)

Ce modele classique a été révisé a la suite des nouvelles découvertes. Dans un nouveau modéle, le CMP
peut devenir un GMP qui donne naissance a des monocytes de type neutrophiles (MP) ou un MDP qui
donne naissance a des monocytes de types dendritiques (cMoP) (Figure 1.1). Cette classification provient
d’expériences de transplantations qui montrent que les GMP se différencient en neutrophiles ou
monocytes et les MDP en cellules dendritiques ou monocytes. lls expriment les mémes marqueurs, mais
leurs transcriptomes different 'un de l'autre, se rapprochant de celui des neutrophiles ou cellules
dendritiques, respectivement (Yafiez et al., 2017) Ces monocytes entrent dans la circulation ou leur
destinée dépend des signaux et des signaux des niches de différents organes et tissus qu’ils rencontreront.

Laissés a eux-mémes, ces monocytes ont une demi-vie d’environ 20h (Trzebanski et Jung, 2020).

En cas d’inflammation, les monocytes sont recrutés et répondent a différents signaux pour combattre
I'invasion par des pathogénes en sécrétant des cytokines pro-inflammatoires et en phagocytant des intrus,
ou pour réparer des tissus et éliminer les corps apoptotiques et débris cellulaires (Guilliams et al., 2018).
Dans d’autres circonstances, les monocytes peuvent intégrer des niches au sein de différents organes et
tissus en présence de signaux relachés par des cellules locales. Ce processus permet leur différenciation

en MO résidents, si une niche est accessible (Guilliams et Scott, 2017).
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Figure 1.2 Modele de polarisation M1 et M2 des macrophages sur un spectre

L’activation des M® vers un profil M1 pro-inflammatoire (droite) et M2 anti-inflammatoire (gauche) se catégorise
sur un spectre d’intensité, selon les signaux d’activations. Ainsi, un M® activé avec IFN-y est plus pro-inflammatoire
qu’un MO activé avec LPS. De plus, ce modéle permet de mieux expliquer la plasticité des M. Ainsi un M® M2 peut
tout de méme répondre au LPS et devenir M1. Figure adaptée de Murray et al. (2014).

1.1.2 La polarisation M1 et M2

La plasticité des MO se réfere a leur capacité de devenir des cellules pro-inflammatoires en réponse a des
pathogenes envahisseurs, pour engager une réponse immunitaire, ainsi que de réparer des dommages
tissulaires et éliminer des cellules apoptotiques, dans un état considéré comme tolérant ou anti-
inflammatoire (Lawrence et Natoli, 2011). La classification des M® en M1 pro-inflammatoire et M2 anti-
inflammatoire est utile pour caractériser leurs fonctions a la suite de stimuli précis. Cette nomenclature
s’inspire de celle des cellules T auxiliaires Thl et Th2 dues a la similitude des cytokines polarisant leur
phénotype, soit les IFN de type | et Il pour M1, et I'interleukine 4 (IL-4) et I'lL-13 pour M2. (Murray et al.,
2014). Historiquement, les états d’activation M1 et M2 étaient vus comme des catégories a part afin de
définir la polarisation du M® a la suite de son activation (Stein et al., 1992). Des travaux récents montrent
plutdt que I'activation des MO s’explique mieux avec un modele basé sur un spectre, avec la polarisation
M1/M2 de part et d’autre (Figure 1.2). Plus précisément, les M® ne passent pas d’'un état M1 a M2
subitement ; cette transition se fait progressivement et est dépendante du stimulus qui est a I'origine de
la stimulation. Ainsi, un MO activé par le lipopolysaccaride (LPS) penche vers le profil M1, mais sera dans

un état moins pro-inflammatoire qu’'un M® activé avec de I'lIFN-y et LPS (Murray et al., 2014).

1.1.2.1 Activation classique M1

L’activation classique M1 des M® se caractérise par I'ladoption d’un profil pro-inflammatoire, permettant
I’élimination des pathogenes dans I'organisme. Cet état d’activation est caractérisé par une

reprogrammation métabolique vers la glycolyse (Viola et al., 2019). Le lipopolysaccharide (LPS) bactérien



est la molécule la plus utilisée lors des essais de polarisation M1 (Mosser et Edwards, 2008). La présence
de LPS est rapidement détectée par le récepteur de type Toll 4 (TLR-4) qui engage une voie de signalisation
via la protéine de domaine 88 (MYB88) et méne a I'activation et I'entrée du facteur nucléaire kappa B (NF-
kB) dans le noyau. Ce facteur de transcription stimule I'expression de génes pro-inflammatoires comme
I’enzyme synthase du monoxyde d’azote inductible (iNOS), et les cytokines pro-inflammatoires comme le
tumor necrosis factor alpha (TNF-a), IL-12 et IL-15 (Orecchioni et al.,, 2019). Parmi les marqueurs
membranaires, les protéines co-stimulatrices B7.1 et B7.2 (CD80 et CD86) sont aussi surexprimées chez

les cellules polarisées vers le phénotype M1 (Liu et al., 2020).

L'IFN-y est aussi une cytokine polarisante M1. Le récepteur d’IFN-y est associé a un hétérodimere
JAK1/JAK2 qui s’autophosphoryle en présence du ligand. Ceci permet I'activation par phosphorylation de
STAT1 et son exportation au noyau, afin d’exprimer des génes pro-inflammatoires tels le TNF-a, I'IL-6 et
I'lL-12, ainsi que I'enzyme iNOS (Zhou et al., 2014). La voie de signalisation JAK/STAT est modulée par des
protéines régulatrices comme le Supressor of cytokine signaling 1 (SOCS1), un puissant régulateur de la
polarisation M1. Sa présence inhibe la production d’oxyde nitrique et d’IL-6 méme en présence de LPS

(Whyte et al., 2011).

1.1.2.2 Activation alternative M2

A I'opposé des cellules M1, les M® M2 sont caractérisés par I'adoption d’un profil anti-inflammatoire qui
permet la réparation des tissus et le maintien de I’homéostasie. La cytokine polarisante M2 la plus étudiée
est I'lL-4 (Murray et al., 2014). Son récepteur existe sous trois formes selon les associations de différentes
chaines. Le type 1 se trouve sur les cellules T et NK, le type Il sur les fibroblastes et le type Il sur les cellules
B et les MO. Le type Il est composé des chaines IL4ra, IL13ra et IL2ryc et est associé a un hétérodimere
JAK1/JAK3 qui meéne a la phosphorylation de STAT6 (Suzuki et al., 2015). Comme pour STAT1, STAT6
phosphorylé entre dans le noyau, mais permet la production de cytokines anti-inflammatoires telles I'IL-
10, et de molécules anti-apoptotiques comme bcl-2. STAT6 méne aussi a I'expression du récepteur de
mannose (CD206) et de I'enzyme arginase | (Arg-1) (Lawrence et Natoli, 2011). L'utilisation préférentielle
de I'arginine par I’Arg-1 est un marqueur important de la polarisation M2 et méne a un métabolisme de

type anabolique, par la production d’urée (Orecchioni et al., 2019).



Le modele sur spectre explique mieux la plasticité observée chez les M®. Ainsi, un M® M2 peut quand
méme devenir pro-inflammatoire en présence de LPS, mais des changements d’expression génique et de

métabolisme doivent s’opérer avant, faisant de lui une cellule plus tolérante (Murray et al., 2014).

1.1.3  Les MO résidentiels et les niches

Certains MO appelés résidents occupent des niches au sein de différents tissus et organes ou ils jouent
des robles particuliers en fonction de cet endroit. Ces M® sont classifiés comme de type M2 et
maintiennent I’homéostasie tissulaire (Davies et al., 2013). Les organes ou tissus que ces M® occupent
comportent des microenvironnements qui forment des niches uniques, caractérisées par les cellules qui
I'occupent et les facteurs qu’elles sécrétent. De plus, les niches peuvent étre accessibles ou pas aux M®
en circulation (Guilliams et Scott, 2017). Dans les niches accessibles, comme celle des poumons occupés
par des MO alvéolaires, des monocytes en circulation générés dans la moelle osseuse peuvent s’y intégrer
et adopter le phénotype de MO alvéolaire (van de Laar et al., 2016). La moelle osseuse et la rate
contiennent des MO résidents qui occupent des niches accessibles (Guilliams et Scott, 2017) (Figure 1.3).
Ce travail porte sur deux populations de MO résidents intimement lié aux globules rouges, soit les MQC

de la moelle osseuse et les MO, dans la rate (Klei et al., 2017).
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Figure 1.3 Le modéle de niche pour les macrophages résidents

Selon ce modeéle, il y a deux types de niches. Si non accessible, les monocytes ne peuvent pas s’installer
dans la niche. Cependant, si la niche est accessible et non occupée, les progéniteurs peuvent s’y installer
et se différencier en MO résidents en réponse aux signaux du micro-environnement.



1.2 Erythropoiése par les macrophages centraux et de la pulpe rouge
1.2.1 L’érythropoiese basale

L’érythropoiese est le processus par lequel des millions de globules rouges sont produits quotidiennement
afin d’assurer I'apport en oxygéne a tous les organes de |'organisme et de remplacer les érythrocytes
sénescents éliminés dans la pulpe rouge de la rate. Chez la souris, ce processus se passe principalement
dans la moelle osseuse, mais une érythropoiése secondaire se déroule tout de méme dans la rate (Chasis
et Mohandas, 2008). Les CMP C-Kit+ CD71+ s’engagent dans la voie érythroblastique et deviennent des
BFU-E. A ce stade, ces cellules commencent & exprimer 'EPOR et sont sensibles & I'EPO. L’activation
d’EPOR enclenche une prolifération et donne des colonies de CFU-E qui expriment fortement I'EPOR et
CD71 (Wu et al., 1995). A ce stade, ces cellules commencent a synthétiser I’'hémoglobine et continuent de
se diviser afin de devenir des proérythroblastes qui expriment Ter119. lls s’associent avec un M®c¢ afin de
former unflot érythroblastique et continuer leur maturation avec leur assistance (Marsee et al., 2010). lIs
passent a travers trois stades de développement. En ordre de développement, ces stades sont les
érythroblastes basophiles (EryA), les érythroblastes polychromatiques (EryB) et les érythroblastes
orthochromatiques/réticulocytes (EryC). Les EryA sont des cellules Ter119Me" CD71+ de grande taille, les
EryB sont Ter119"&" CD71+ de petite taille et les EryC sont Ter119"e" CD71- et plus petites que les EryB
selon la classification de Liu et al. (2006). L'énucléation marque la transition vers le stade de réticulocyte
ou ils quittent la moelle osseuse et finissent leur maturation en érythrocyte en perdant progressivement

I’expression de CD71 (Keerthivasan et al., 2011).

1.2.2 L'érythropoiese de stress

En condition d’anémie, la demande en oxygéne est plus grande que ce que les érythrocytes procurent. Il
en résulte une érythropoiése de stress qui est caractérisée par une production plus importante de globules
rouges afin de répondre a la demande en oxygene. Chez la souris, ce processus s’effectue dans larate a la
suite d’une hausse de production d’EPO par les reins (Paulson et al., 2020). L'EPO engage les CMP dans la
voie érythroblastique, mais il existe des populations distinctes de ces précurseurs dans la moelle et la rate
(Paulson et al., 2011). En condition de stress, une population de précurseurs c-kit+ Sca-1- Lin- CD34+ est
générée dans la moelle osseuse et migre vers la rate afin de produire des BFU-E de stress. Ces cellules sont
plus efficaces que les BFU-E en condition basale, car elles se divisent plus rapidement afin d’atteindre les
stades érythroblastiques plus rapidement (Xiang et al., 2015). Autant pour I'érythropoiése basale que celle

de stress, les M® sont nécessaires pour assurer la maturation des érythroblastes.



1.2.3 Le macrophage central et I'llot érythroblastique

Au cceur de chaque Tlot érythroblastique se trouve un M®c¢ qui a comme role d’assister la maturation des
érythroblastes. Pour ce faire, il joue trois roles importants. Premiérement, il exprime des intégrines qui
agissent comme molécule d’adhésions telles CD106, CD163 et CD169 afin d’assurer I'intégrité de I'llot. De
plus, la liaison des érythroblastes via ces intégrines engage des voies de signalisation nécessaire pour le
développement des érythroblastes (Rhodes et al., 2008). Deuxiemement, il sécrete des facteurs de
croissance comme l'insulin growth factor 1 (IGF-1) qui augmente la production du facteur de transcription
E2F-2 chez les érythroblastes. Ce facteur agit en synergie avec GATA-1, un facteur de transcription induit
par I'EPO, afin d’assurer leur prolifération et différenciation (Muta et al., 1994). Finalement, un réle
potentiel du MQ@¢ est de fournir le fer aux érythroblastes en maturation en captant la transferrine par
CD71 afin de le rendre disponible aux érythroblastes en maturation. (Kadri et al., 2015 ; Leimberg et al.,
2008). Outre leur apport a la maturation des érythroblastes, ils sont aussi responsables d’éliminer par
phagocytose les cellules qui entrent en apoptose, ainsi que les noyaux énucléés des réticulocytes (Sadahira
et Mori, 1999). Une étude récente a mis en évidence que les MO qui formaient des ilots comportant un
plus grand nombre d’érythroblastes exprimaient fortement I'EPOR (Li et al., 2019). L’analyse du
transcriptome de ces cellules montre deux tendances. Premiérement, ils surexpriment toutes les protéines
mentionnées plus haut. Deuxiemement, ils ont un profil tolérant, car ils sous-expriment des catégories de

genes associés au profil M1 comme la réponse au LPS et la réponse immunitaire innée.

1.2.3.1 Le role des molécules d’adhésions

CD106 est une intégrine de 90 kDa qui se lie avec intracellular adhesion molecule 4 (ICAM-4) exprimée sur
les érythroblastes. Elle est essentielle a I'intégrité des flots, car les MQc ne produisent pas d’ilots quand ils
sont incubés avec des anticorps bloquant CD106 (Sadahira et Mori, 1999). De plus, I'inhibition d’'ICAM-4
par des peptides neutralisants réduit le nombre d’érythroblastes dans les flots (Spring et al., 2001) et des
souris KO pour ce géne ont une perte de plus de 50% de leurs ilots érythroblastiques dans la moelle

osseuse (Lee et al., 2006). Dans ces deux cas, les souris souffrent d’anémie.

CD163 est une protéine transmembranaire de 130kDa exprimée spécifiquement par les M®. Elle est
responsable de capter les complexes haptoglobine-hémoglobine qui se forment quand les érythrocytes
relachent I'hémoglobine (Etzerodt et Moestrup, 2013). Un groupe de chercheurs a montré que des

anticorps spécifiques a CD163 inhibent la liaison des érythroblastes aux MQc. De plus ils démontrent que



la culture d’érythroblastes avec un peptide agoniste de CD163 augmente le nombre d’érythroblastes in

vitro (Fabriek et al., 2005).

Quant a elle, CD169 est une protéine transmembranaire d’environ 185kDa qui assure I'adhésion des
érythroblastes en se liant aux chaines de sucre contenant |’acide sialique (Crocker et Gordon, 1989). Chez
des souris traitées avec le facteur de croissance de colonie granulocytes (G-SCF) I'élimination des MO
CD169+ est stimulée, et cause une inhibition subséquente de I'érythropoiese dans la moelle osseuse
(Jacobsen et al., 2014). CD169 semble jouer un role moins essentiel que CD106, car son élimination dans
un modele murin KO réduit le nombre d’érythroblastes dans la moelle osseuse sans pour autant causer
une anémie chez la souris (Chow et al., 2013). De plus, il est rapporté que CD106 joue un role dans la
rétention des cellules souches hématopoiétiques dans les niches hématopoiétiques de la moelle osseuse

(Chow et al., 2011).

1.2.4 Les macrophages de la pulpe rouge

La fin de vie des érythrocytes est marquée par leur élimination dans la rate par les M®;. Cette population
de cellules F4/80+ émet une auto-fluorescence a 525nm lorsqu’excitée avec un laser bleu en raison de
leurs fortes concentrations en biliburdine et de porphyrine qui résulte de la dégradation de I'"héme
(Mitchell et al., 2010). Pour ce faire, les M®p expriment fortement ’héme oxygénase 1 (HO-1), une
enzyme impliquée dans la dégradation de I’heme pour générer aussi du monoxyde de carbone (CO) et du

fer, afin de recycler ce dernier (Klei et al., 2017).

La pulpe rouge de la rate agit comme un filtre avec des meches contenant les M®,. Avec I'age, les GR
sénescents perdent leurs flexibilités et ne parviennent pas a passer a travers les méches de la pulpe rouge.
C'est a ce moment qu’ils sont éliminés par les M@, avoisinants (Mebius et Kraal, 2005). De plus, les M®p
jouent aussi des roles dans la réparation des GR en éliminant les corps d’inclusions générés par

I’'accumulation de dommages causée par les espéces réactives d’oxygéne (ROS) (Klei et al., 2017).

Les M®p sont aussi responsables de former des flots afin d’assurer I'érythropoiése basale et de stress dans
larate (Lévesque et al., 2021). Leurs analyses de transcriptomes montrent qu’ils expriment plusieurs génes
en commun avec les MQc de la moelle comme les molécules d’adhésion CD106, CD163 et CD169 ainsi que
le récepteur de transferrine CD71 et le facteur de croissance IGF-1 (Gautier et al., 2012). Comme

mentionné plus haut, ces génes sont essentiels pour la formation des flots érythroblastiques et le
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développement des érythroblastes. L'acquisition du profil des M®, dépend du facteur de transcription
SpiC qui est fortement exprimé en présence d’héme lorsqu’ils phagocytent les érythrocytes sénescents
(Kohyama et al., 2009). Par contre, dans la moelle, les événements qui font en sorte qu’un M® naif prend
en charge le role de M®¢ sont méconnus. Un des objectifs de ce projet était d’explorer un mécanisme

impliquant la voie EPO/EPOR/JAK2 impliqué dans I'adoption de ce réle chez les MO.

1.3 Le conditionnement des macrophages avec le milieu apoptotique

L’érythropoiése est un processus permanence actif afin d’assurer le remplacement constant des
érythrocytes sénescents éliminés dans la rate. Cependant, la génération d’érythrocytes est finement
régulée par I'expression du récepteur Fas et son ligand FasL chez les érythroblastes. L'activation de cette
voie mene a l'apoptose des érythroblastes via la caspase 3 (De Maria et al., 1999). Ce mécanisme de
controle fait en sorte que la niche érythroblastique est un lieu de forte apoptose et pourrait ainsi moduler
les fonctions des M@c. Plus précisément, une étude a montré que le contact des MO péritonéaux avec
des cellules apoptotiques engage une voie de signalisation Hypoxia induced factor 1 alpha (HIF-1a)
dépendante menant a I'expression de I'EPO. Cette EPO agit ensuite de maniére autocrine afin de rendre
le MO tolérant et surexprimant des molécules impliquées dans I’élimination de cellules apoptotiques (Luo
et al., 2016). En paralléle, 'axe EPO/EPOR/Jak2 est possiblement impliquée dans les fonctions du M®¢

puisqu’il se trouve aussi dans un milieu riche en cellules en apoptose.

1.3.1 Composition du milieu apoptotique

Les cellules apoptotiques peuvent affecter les MO entre autres de deux fagons. Premierement, elles
expriment des molécules de surface qui different des cellules saines. Deuxiemement, elles possédent un
sécrétome complexe. Dans les deux cas, ces molécules jouent le réle de signaux “trouve-moi/mange-moi”

afin que les MO les éliminent rapidement (Ravichandran, 2011).

Les cellules apoptotiques reldchent trois types de vésicules qui different en taille. Les corps apoptotiques
sont les plus gros avec une taille de 0.05um a 5um. Ensuite, les microvésicules ont une taille intermédiaire
allant de 0.1um a 1um. Finalement, les exosomes sont les vésicules les plus petites allant de 30 a 150nm
(Kakarla et al., 2020). Plusieurs molécules sécrétées sont reconnues comme bioactives. Parmi elles, on
retrouve des phospholipides telles la sphingosine-1-phosphate (S1P) (Luo et al., 2016), la
phosphatidylsérine (PS) (Fadok et al., 1998) et la lysophosphatidylcholine (LPC) (Lauber et al., 2003), et des
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protéines comme la chimiokine fractalkine (Truman et al., 2008) et les nucléotides adénine et uraciles

(Elliott et al., 2009).

Autant les cellules apoptotiques que leur sécrétome peuvent affecter les M®. Par exemple, I'ATP
extracellulaire agit comme chimioattractant pour les M®, mais induit I'adoption d’'un phénotype M1 pro-
inflammatoire (Wang et al.,, 2021). Cependant, I'exposition a la PS a la surface des exosomes de
thymocytes (Chen et al., 2019) et de neutrophiles (Eken et al., 2013) est capable de polariser les M® vers
un profil M2 tolérant. Dans une autre étude, le contact direct entre les M® péritonéaux et des thymocytes
apoptotiques était suffisant pour les conditionner via le récepteur CD36 et le faire adopter un profil

tolérant (Chung et al., 2007).

1.3.1.1 La sphingosine-1-phosphate

Parmi les molécules actives générées par les cellules apoptotiques, la S1P est particulierement
intéressante. Il s’agit d’un sphingolipide bioactif, agissant comme médiateur et impliqué dans le trafic
cellulaire des leucocytes, la différenciation des lymphocytes et des effets anti-apoptotiques (Tsai et Han,
2016). La S1P est produite par la phosphorylation de la sphingosine et est catalysée par la sphingosine
kinase (Sphk) 1 ou 2. Sa dégradation peut étre catalysée de facon réversible par la sphingosine
phosphatase (SPP) 1 et 2, ou de fagon irréversible par la sphingosine lysase (SPL) (Aoki et al., 2016).
Plusieurs cellules expriment les kinases et agissent comme source de S1P qui peut alors agir de facon
autocrine ou paracrine (Maceyka et al., 2012). Il existe 5 formes du récepteur de la S1P (S1PR1-5) qui sont
toutes exprimées chez les M®, quoique de fagon hétérogene, selon les types (Weigert et al., 2006). C'est
via I'activation de S1PR1 que les MO® du péritoine produisent de I'EPO via I'activation du HIF-a (Luo et al.,
2016). De plus, un modele de souris qui exprime S1PR1 fusionné a la GFP démontre que les M®p
endocytent davantage le S1PR1, comparés a ceux de la pulpe blanche, indiquant une plus grande
disponibilité de S1P dans la pulpe rouge (Ramos-Perez et al., 2015). Etant donné que les flots
érythroblastiques sont des lieux caractérisés par une forte apoptose (Liu et al., 2006), ces données
indiquent un lien possible entre les cellules apoptotiques et I'axe EPO/EPOR/JAK2 dans le role des MQc et
les MOe.

1.4 L’axe EPO/EPOR/JAK2

L'EPO est une hormone de 34kDa qui joue un role clé dans I'engagement des CMP dans la voie

érythroblastique. Cette hormone est produite principalement par les reins en condition basale (Jelkmann,
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2011). Cependant, de plus en plus d’évidences semblent indiquer que les M® aussi peuvent produire cette

hormone (Luo et al., 2016, 2019 ; Perron-Deshaies et al., 2020).

1.4.1 Lasignalisation JAK/STAT de 'EPOR

L'EPO agit sur les cellules qui expriment 'EPOR en se liant a ce récepteur et en engagent des voies de
signalisations JAK/STAT menant a la prolifération, la survie et la différenciation (Recio et al., 2019). L’action

spécifique de cette voie sur les érythroblastes et les MO sera couverte a continuation.

L’EPOR est associé a un homodimeére JAK2, une kinase intracellulaire qui s’autophosphoryle au niveau de
différents résidus tyrosines quand I'EPO se lie au récepteur. Parmi ceux-ci, la phosphorylation des tyrosines
343 et 401 sont nécessaires pour recruter les facteurs de transcription de la famille STAT et les
phosphoryler afin qu’ils se dimérisent (Zang et al., 2001). C'est sous cette forme de dimere que les STAT
sont tranlocalisées dans le noyau afin de changer I'expression génique de la cellule cible (Halim et al., 2020).
La voie JAK2 est modulée par des phosphatases comme la protéine tyrosine phosphatase 1 (SHP~1) qui est
recrutée par la phosphorylation de la tyrosine 429 de JAK2 (Constantinescu et al., 1999). Une autre
protéine impliquée dans la régulation de JAK2 est la SOCS-1. Cette protéine est recrutée a la tyrosine 1034
et est capable d’inhiber directement JAK2 est bloquant son site actif avec son domaine d’inhibition de
kinase (Liau et al., 2018). Les dimeres STAT dans le noyau font la transcription du géne de SOCS-1,

permettant la rétro-inhibition de la voie JAK/STAT (Figure 1.4) (Recio et al., 2019).

1.4.2 Effets de I'EPO sur les érythroblastes

L'EPO est une hormone clé dans I'engagement des CMP dans la voie érythroblastique. L'expression de
I’'EPOR débute chez les BFU-E et I’activation par 'EPO engage les voies de signalisations nécessaires pour
leurs survies leurs proliférations et leur différenciation dans les stades érythroblastiques (Wu et al., 1995).
L’expression d’EPOR s’arréte aux stades d’EryC et réticulocytes de sorte qu’ils sont insensibles a 'EPO
(Kieran et al., 1996). Parmi les voies de signalisation, la cascade enclenchée par JAK2/STAT5 module
I’expression du facteur de transcription GATA-1. Ce facteur est important pour la survie des érythroblastes,
car il augmente la production d’EPOR et de la protéine B cell lymphoma extra large (Bcl-XI), une protéine
anti-apoptotique qui assure la survie des érythroblastes tout au long de leurs développements (Cheung et

Miller, 2001).
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1.4.3 Effets de I'EPO sur les macrophages

Les effets de I'EPO sur les M® ont été moins bien caractérisés que ceux exercés sur les érythroblastes. Des
problemes de détection de I'EPOR avec des anticorps commerciaux non spécifiques est une cause
importance de ces lacunes dans la littérature (Elliott et al., 2006). L'information a été rendue maintenant
disponible grace a des modeéles transgéniques qui expriment des protéines fluorescentes fusionnées a
I’'EPOR sous le controle du promoteur endogeéne. Ces modéles montrent clairement que les M® comme

les MOQc (Li et al., 2019) et les M®p (Zhang et al., 2021) expriment 'EPOR.

Des études sur I'effet de I'EPO sur les M® montrent que cette protéine induit la survie, la prolifération et
la tolérance chez ces cellules. Chez des souris injectées avec des liposomes de clodronate, I'injection d’EPO
permet la survie d’un plus grand nombre de M® dans la rate et la moelle osseuse (Perron-Deshaies et al.,
2020). En ce qui concerne la prolifération, les souris tg6 qui surexpriment I'EPO, ainsi que les des souris
sauvages injectées avec EPO ont un nombre plus grand de MO® dans la rate (Lifshitz et al., 2010). Dans
notre laboratoire, nous avons aussi constaté une hausse de MO dans la rate et la moelle osseuse a la suite
de l'injection d’EPO chez des souris sauvage sans déplétion avec clodronate (données non publiées).
Comme mentionné plus haut, cette prolifération s’observe aussi chez les érythroblastes et indiquent
probablement des voies de signalisation commune entre les deux types cellulaires. Finalement, plusieurs
études montrent que l'injection d’EPO in vivo ou le conditionnement des M® avec EPO in vitro induit un
profil tolérant chez ces cellules. Le conditionnement des MO du péritoine (Cui et al., 2018 ; Luo et al., 2016,
2019 ; Zhou et al., 2020) et de la lignée cellulaire RAW 264.7 (Luo et al., 2016) avec I'EPO conduit a moins
de cytokines pro-inflammatoires tel le TNF-a, I'lIL-6, L’IL-12 et de nitrite (NOS) a la suite de leur exposition
aux a des motifs moléculaires associés aux pathogénes (PAMP) et des motifs moléculaires associés aux
dommages (DAMP). De plus, ces M® tendent a exhiber un profil M2 via I'expression de CD206 et de
I'arginase, la surexpression d’IL-10 et la sous-expression du récepteur TLR4. Dans un modele de
néovascularisation choroidale, I'activation de la voie de signalisation d’EPOR chez les MO favorise leurs
proliférations ainsi que I'adoption d’un profil M2 par I'expression de CD206 (Bretz et al., 2018). De plus, il
a été démontré que I'EPO peut agir comme chimioattractant en favorisant leur migration en co-culture
avec des fibroblastes qui expriment 'EPO dans un systéme de transwell (Han et al., 2021). La seule
exception a I'adoption d’un profil chez les M® en présence d’EPO a été notée chez le groupe de Neumann
chez des BMDM. Selon leur étude, ces cellules produisaient plus d’IL-12 et de NOS et moins d’IL-10 a la
suite de leur traitement avec de I'EPO et de LPS simultanément (Lifshitz et al., 2010). Il est rapporté que

I'activation de la voie de signalisation JAK2/STAT est engagée chez les MO en présence d’EPO, et plus
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particulierement, la phosphorylation de JAK2 (Cui et al., 2018 ; Luo et al., 2016) et des STAT 1, 3 et 5 (Chen

et al., 2020 ; Cui et al., 2018 ; Lifshitz et al., 2010). Ces études mettent en évidence I'importance de I'axe

EPO/EPOR/JAK2 dans la modulation des M® et son implication potentielle dans I’adoption d’un réle pro-
érythropoiétique chez ce type cellulaire
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Figure 1.4 La voie de signalisation JAK/STAT

Les récepteurs associés aux JAK comme le récepteur d’érythropoiétine causent une phosphorylation de JAK lors de
leur association avec le ligand. Ceci permet le recrutement de protéines STAT qui se dimérisent, entrent dans le
noyau et participent a la transcription de génes impliqués dans la prolifération et dans la régulation négative de la
voie. Figure tirée de Recio et al. (2018)
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1.5 La polycythémie vera comme modele d’EPOR actif constitutivement

La PV est une forme de cancer rare qui se caractérise par un hématocrite élevé, une splénomégalie et le
développement de néoplasmes myéloprolifératifs. Plus de 80% des cas de cette maladie sont causés par
une mutation ponctuelle du gene de Jak2 qui substitue le résidu valine 617 de I'exon 14 pour une
phénylalanine (JAK2VF). Il en résulte que JAK2 s’autophosphoryle de fagon ligand indépendante, rendant
I’'EPOR actif de fagon constitutive (Lippert et al., 2006). Chez les personnes atteintes de cette maladie,
I'activation constitutive d’EPOR par la mutation force les précurseurs myéloides dans la voie
érythroblastiques (Le et al., 2019). Il en résulte une érythropoiése exacerbée dans la rate. Cette maladie
est principalement traitée par phlébotomie afin d’éliminer des érythrocytes, mais des inhibiteurs de JAK2
montrent des effets prometteurs dans le traitement de la maladie (Quintas-Cardama et al., 2010). De plus,
il est connu que les patients qui souffrent de PV ont une forte production des cytokines pro-inflammatoires

comme le TNF-a (Fisher et al., 2021).

1.5.1 Les modeles murins de PV

Depuis son identification en 2005, plusieurs modeles murins de PV arborant la mutation V617F ont été
créés par divers groupes de chercheurs. Ces modeles utilisent principalement trois stratégies afin d’induire
la mutation. Premierement, I'expression de la mutation chez des cellules de moelles osseuse peut étre
achevée par la transduction avec des vecteurs viraux, suivis de I'injection de ces cellules dans des souris
irradiées Un deuxiéme systéeme consiste dans la génération de souris transgéniques qui expriment la

mutation. Finalement, I'induction de la mutation peut se faire a I'aide des modéles knock-in (Li et al., 2011).

Les premiers modeles murins de PV ont été générés par infection avec des lentivirus qui permettent
I'intégration du géne JAK2 muté dans les cellules de moelle osseuse, pour ensuite les transplanter dans
des souris irradiées (Lacout et al., 2006 ; Wernig et al., 2006 ; Zaleskas et al., 2006). Ces souris développent
une splénomégalie accompagnée d’'un hématocrite élevé qui caractérise la maladie. Cette stratégie a
I'avantage de générer rapidement des modeéles d’expression, mais la nature aléatoire de I'intégration dans

le génome peut mener a des variations entre les souris (Li et al., 2011).

Par la suite, des modeles transgéniques ont été développés par I'injection de plasmides contenant toute
la région codante du géne jak2 avec la mutation V617F ainsi que la partie 3’ non-codante dans le pronoyau
d’ovocytes. Ces modeles ont I'avantage d’étre stables et permanents, car la mutation est intégrée aux

cellules souches de la souris (Xing et al., 2008).
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Finalement, des modeéles knock-in ont été générées a I'aide du systéme Cre:lox et de la flippase. Le systeme
cre permet 'excision dans le génome par la recombinase cre des séquences flanquées de site Loxp (Song
et Palmiter, 2018). De son co6té, le systéme avec flippase est analogue au systéme Cre:lox, mais la
recombinase flippase reconnait des séquences FRT (flippase recognition target) (Yamada et al., 2014).
Dans le contexte de la PV, 'avantage principal de ces souris est que I'expression de JAK2VF peut étre
restreinte a certains tissus a I'aide de promoteurs tissus spécifiques ou temporellement a 'aide de
promoteurs inductibles (Li et al., 2011). Différentes stratégies ont été utilisées afin de générer les modeles
knock in de PV (Figure 1.5). Akada et al. (2010) ont introduit une cassette contenant les exons 13 a 24 de
JAK2 normal et une cassette contenant un codon stop flanquées de sites LoxP dans I'intron en amont de
I’exon contant la mutation JAK2VF. Ces souris expriment une JAK2 normale jusqu’a ce que la cre soit
induite avec l'injection de polyinosine:polycytosine (pl:pC) ou elle excise les cassettes et permet
I’expression de JAK2VF sous son promoteur endogene. Une autre stratégie, employée par Mullally et al.
(2010), est d’insérer I'exon 14 sous forme inversée dans I'intron en amont et flanquée de sites Loxp. Le
croisement de ces souris avec des souris qui expriment la Cre sous le promoteur E2A permet I'excision de
I’exon 14 sauvage et le placement de I'exon 14 mutée dans le bon cadre de lecture sous le promoteur
endogéne de jak2. De plus, le promoteur E2A est spécifique aux cellules germinales de sorte que JAK2VF
est exprimée uniquement dans ces cellules. Une stratégie similaire a été employée par Marty et al. (2010)
olU une cassette contenant I'exon muté, flanqué par des sites FRT, a été introduite par recombinaison
homologue dans I'intron en aval de I'exon 14. Lorsque ces cellules sont croisées avec des souris qui
expriment la flippase, la cassette est excisée et la version mutée de JAK2 est exprimée. Finalement, Li et
al. (2010) ont généré un modele knock in en insérant une cassette PGK avec codon stop flanquée de site
loxP dans I'exon 2 du géne Jak2VF de sorte que la transcription du géne mutée s’effectue uniquement

apres I’excision de la cassette suite a I'induction de la cre avec pl:pC.

1.5.2 Leréle des macrophages dans la PV

La majorité des études sur la PV se sont concentrées sur les érythroblastes. Cependant, la relation intime
que les MQc et les M®p ont avec les érythroblastes (Klei et al., 2017) ainsi que la confirmation récente
gu’ils expriment I'EPOR (Li et al., 2019 ; Zhang et al., 2021) font d’eux des acteurs importants a étudier
dans cette maladie. De plus, JAK2 est associée a d’autres récepteurs et est reconnue pour activer de fagon
constitutive d’autres récepteurs. D’intérét pour ce projet, le récepteur du GM-CSF fait partie de cette
catégorie (Vainchenker et al., 2018). Comme mentionnée plus haut, les MQ®p soutiennent une

érythropoiese secondaire en condition basale chez la souris. En cas d’érythropoiese de stress, la
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production d’érythrocytes se fait principalement dans la rate qui est assurée par cette population de MO
(Shim et al., 2020). Quelques études se sont intéressées a I'impact des MO sur les symptomes de la PV. I
est rapporté que I'élimination systémique des M® dans le modéle murin de PV rétablit ’hématocrite élevé
et renverse la splénomégalie (Chow et al., 2013 ; Ramos et al., 2013). Cependant, ces études n’ont pas
évalué le role potentiel de la mutation sur I'action pro-érythropoiétique de ces MO, car |'expression de

I’'EPOR par ces cellules a été reporté que récemment.
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Figure 1.5 Les modeles knock in de polycythémie vera

Figure détaillant les stratégies génétiques des 4 modeles murins knock in de polycythémie vera. Le modéle de Akada
et al. (2010) contient une cassette avec les exons 13 a 24 de Jak2 de type sauvage suivi d’'une cassette PGK avec
codon stop en aval de I'exon 12 endogéne de Jak2"F. Ces cassettes sont flanqués par des sites loxP de sorte que
I'induction de la cre avec pl:pC permet I'excision des cassettes et I'expression de la version mutée de Jak2 (1). Le
modéle de Mullally et al. (2010) a I'exon 14 contenant la mutation dans l'intron en aval de I'exon 14 sauvage et
flanqué de site loxP. L'induction de la cre par le promoteur E2A permet I'excision de I'exon 14 sauvage et le
renversement de I’exon 14 avec mutation a sa place dans le bon cadre de lecture (2). Le modele de Marty et al. (2010)
a une cassette PGK avec codon stop entourée de séquence FRT en aval de I'exon contenant la mutation V617F de
sorte que I'expression de la flippase excise la cassette et permet |'expression de la version mutée de Jak2 (3). Le
modele de Li contient une cassette contenant le géne Jak2 mutant précédée d’une cassette PGK avec un codon stop
qui est flanquée de sites loxP. Ces deux cassettes sont insérées dans un alléle du géne Jak2 endogéne de sorte que
I’excision de la cassette PGK permet I'expression endogéne du géne Jak2'F (4). Figure tirée de Li et al. (2011).
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1.6  Hypothéses et objectifs

Les MO sont surtout reconnus pour leurs fonctions de défense de I'h6te et leurs potentiels pro-
inflammatoires. Cependant, il y a une littérature grandissante sur leurs fonctions de maintien
d’homéostasie assurée par les diverses populations de M® résidents. Des études récentes mettent I'axe
EPO/EPOR/JAK2 chez ces populations comme une avenue prometteuse de recherche dans I’adoption d’un
profil de MQc, un type de MO résident essentiel dans I’érythropoiése. Ainsi, mon projet cadre dans ce

champ d’études en effervescence.

Ce projet comportait trois hypotheéses :

1. Les BMDM, en présence de cellules apoptotiques ol leur sécrétome, produisent de I'EPO et
surexpriment I'EPOR, I'EPO exercant ainsi des actions autocrines.

2. L’activation de I'axe EPO/EPOR/JAK2 chez les BMDMs induit un profil pro-érythropoiétique qui
s’apparente a celui des MQc.

3. Les MO des souris ayant la mutation JAK2VF vont étre plus aptes a soutenir I'érythropoiése
exacerbée qui caractérise la PV parce qu'ils adoptent un profil pro-érythropoiétique,

s’apparentant aux MQc.

Pour répondre a ces hypotheéses, les objectifs suivants ont été adressés :

1. Evaluer I'expression d’EPO et d’EPOR chez les BMDMs conditionnées avec les cellules
apoptotiques directement ou indirectement.

2. Mesurer I'adoption d’un profil tolérant et I'expression de génes clés des M®c¢ chez ces BMDMs
conditionnés.

3. Explorer I'impact de la mutation JAK2V617F sur les MO des souris d’un modeéle de PV sur leurs

capacités a soutenir I'érythropoiese en adoptant le profil des M®c.
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CHAPITRE 2

MATERIEL ET METHODE

2.1 Modeles animaux

Les souris BALB/c femelles de 4-6 semaines d’dge ont été obtenues chez Charles River Laboratories
(Canada). Des souris JAK2VF des deux sexes ont été générées par croisement des souris B6N.12956(SJL)-
Jak2tm1.2Ble/AmlyJ femelle (JAX #031658) (Mullally et al., 2010) avec des souris males B6.FVB- Tg (Ella-
cre) C5379Lmgd/J) (JAX#003724) (Lakso et al., 1996). Les génotypes des souriceaux ont été déterminés par
PCR a partir d’ADN extrait de tissus d’oreille a I’dge de 4 semaines. Le protocole PCR utilisé par Mullally et
al. (2010) consiste en 3 minutes de dénaturation a 95°C, suivi de 35 cycles de 30 secondes a 95°C, 1 minute
a 55°C et 1 minute a 72°C. Les amorces sens 5" CGTGCATAGTGTCTGTGGAAGTC 3’ et antisens 5’
CGTGGAGAGTCTGTAAGGCTCAA 3’ ont été utilisés a 50nM final pour le génotypage. Ces amorces ciblent
le restant de la cassette contenant la mutation V617F qui est insérée dans I'intron en amont de I'exon 14
apres la recombinaison. Tous les animaux ont été hébergés a I'animalerie de I'Université du Québec a
Montréal. L'euthanasie a été faite par anesthésie préalable a I'isoflurane suivie d’asphyxie par inhalation
de CO,. Toutes les manipulations ont été approuvées par le Comité institutionnel de Protection des
Animaux (CIPA) et suivent les recommandations du Conseil canadien de Protection des Animaux (CCPA)

(protocoles 01518-944, 1er mai 2018 et 0519-944, 1ler mai 2019).

2.2  Génération des BMDM et des SPDM

Les souris agées de 6-8 semaines ont été sacrifiées selon les normes d’éthiques. Pour générer les BMDM,
la moelle osseuse des tibias et des fémurs a été récupérée par centrifugation et la suspension cellulaire a
été mise en culture dans un P25 de culture pendant 16h dans du DMEM (Wisent) complet : 10% SVF
(Northbio) et 100U/mL d’antibiotiques (Wisent). Le lendemain, les cellules non adhérentes ont été
récupérées et misent en culture a une concentration de 0,375.10° cellules par mL dans du DMEM complet
supplémenté de 25% de milieu d’exsudat de lignée fibroblastique L929 comme source de M-CSF. Pour les
analyses de cytométrie en flux, des pétris non traités de 100mm (Fisher) ont été utilisés. Des plaques de
6, 24 et 96 puits traités (Sarstedt) ont été utilisées pour la récupération des protéines et ARN totaux, les
ELISA et la co-culture de M® avec des cellules souches hématopoiétiques, respectivement. Les cellules ont

été gardées en culture pendant 7 jours avec un changement de milieu au jour 3 afin de générer une
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population hautement pure en M@ mature caractérisées par I'expression des marqueurs CD11b et F4/80

(Figure 2.1).

Pour générer les macrophages dérivés de la rate (SPDM), les rates des souris sacrifiées ont été récupérées,
broyées mécaniquement et filtrées dans une passoire de 70 microns. La suspension cellulaire a été mise
en culture 16h. Les cellules non adhérentes ont ensuite été récupérées, ensemencées a une concentration

de 106 cellules par mL et traitées dans les mémes conditions que les BMDM mentionnés plus haut.
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Figure 2.1 Génération des macrophages dérivés de la moelle osseuse in vitro

Les cellules non adhérentes de la moelle ont été misent en culture pendant 7 jours avec un changement de milieu au
jour 3 dans du DMEM complet supplémenté de milieu L929. Aprés la différenciation, les cellules récupérées forment
une population hautement pure en macrophages qui se caractérise par 'expression de CD11b et F4/80, A gauche,
les cellules différenciés sans marquage et a droite, les cellules marquées avec anti CD11b FITC et anti F4/80 APC-Cy7.

2.3 Génération des cellules de la rate apoptotiques et du milieu apoptotique

La génération de cellules spléniques apoptotiques a été faite a partir d’'une suspension de cellules de la
rate préparée comme mentionnée plus haut et mise en culture avec du DMEM complet a une
concentration de 4.10° cellules par mL dans un P75. Quatre heures plus tard, les cellules non adhérentes
ont été transférées dans un nouveau P75. L'apoptose naturelle des splénocytes non adhérents a été
vérifiée 48h plus tard par cytométrie en flux avec une trousse d’annexine V et 7AAD (Figure 2.1)

(Biolegend).
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Figure 2.2 Analyse des splénocytes non-adhérents apoptotiques

Les splénocytes totaux ont été mis en culture pendant quatre heures et puis transférées dans un nouveau flacon de
culture afin d’éliminer les cellules adhérentes. Apres 48h de culture, Les débris ont été exclut et le taux d’apoptose
a été évalué avec les marqueurs annexine V et 7AAD. Les cellules double négative sont vivantes, les cellules Ann.V*
et 7AAD* sont en apoptose précoce et les cellules double positive sont en apoptose tardive/nécrose. Le taux de
cellules Ann.V* a été considéré pour les ratios cellules apoptotiques/macrophages lors des conditionnements
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2.4  Conditionnement des BMDM et SPDM

Afin d’étudier la modulation des marqueurs de polarisation ainsi que les génes surexprimés chez les MQc,
les BMDM et SPDM ont été conditionnés avec les cellules spléniques apoptotiques ou avec de I'EPO. Afin
d’étudier I'effet du contact direct des cellules apoptotiques avec les MO versus I'effet d’éléments sécrétés
par celles-ci, le conditionnement a été fait par ajout des cellules aux MO (contact direct) ou par I'utilisation
d’un systeme de transwell (Corning) ou du milieu contenant I’exsudat des cellules spléniques apoptotiques
(contact indirect). Pour les conditions avec des cellules apoptotiques en contact direct ou en transwell, les
M® ont été mis en co-culture a un ratio de 5 cellules apoptotiques par M®. Finalement, le
conditionnement avec EPO a été fait par I'ajout de DMEM complet supplémenté avec 500mU/mL d’EPO.
Pour I'analyse des transcrits, les MO ont été conditionnés pendant 4 heures et pour I'analyse de I'lGF-1,
des protéines et de cytométrie, les cellules ont été conditionnées pendant 16 heures. Dans le cas de
I'analyse de I'lGF-1, les cellules été lavées avec du PBS deux fois aprés les 7 jours de culture avant I'ajout
de DMEM complet frais. Par la suite, les cellules ont été gardées en culture 48h avant de prélever les

surnageants.

Pour les essais de polarisation M1, les cultures de M® conditionnés pendant 16h ont été lavées deux fois
avec du PBS et puis polarisés dans du DMEM complet sans rouge de phénol contenant 100U/mL d’IFN-y

pendant 30 minutes suivi de 100ng/mL de LPS pendant 24 heures.

2.5 Analyse des transcrits par RT-qPCR

A la suite du conditionnement des BMDM et SPDM, I’ARN total a été récupéré avec le TRIZOL (Thermo)
selon les instructions du fabricant et dosé au nanodrop (Thermo). Par la suite, I’ARN a été converti en
ADNc a I'aide de la trousse High capacity cDNA (Applied Biosystems) selon les instructions du fabricant.
Finalement, la qPCR a été effectuée dans I'appareil ABI 7300 (Applied Biosystems) avec le Supermix
SSoAdvanced SYBR green (Biorad). Le programme utilisé consistait en 30 secondes de dénaturation a 950C
suivie de 40 cycles de 15 secondes de dénaturation a 95°C et 60 secondes d’hybridation et extension a
60°C, avec lecture de plaque. Pour I'analyse des transcrits d’EPO, les amorces primePCR d’EPO Bio-Rad
#10025636) et de GADPH (Bio-Rad #10025636) ont été utilisées selon les instructions du fabricant. Pour
I'analyse des transcrits d’EPOR, les amorces sens 5° GGACCCTCTCATCTTGACGC 3’ et anti-sens 5’
ATCTGGCCTGGCATCCCAAG 3’ ont été utilisées a une concentration finale de 50nM. Le géne de la B-actine
a été amplifié comme contrdle avec les amorces sens 5° AGGTCGGTGTGAACGGATTTG 3’ et anti-sens 5’
TGTAGACCATGTAGTTGAGGTCA 3/, utilisés a la méme concentration.
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2.6 Analyse des protéines par Western blot

A la suite du conditionnement, les BMDM ont été traités pendant 4h avec de la brefeldine A (Biolegend).
Les protéines totales des M@ conditionnés ont été extraites en incubant les cellules sur glace 20 minutes
dans du tampon RIPA (NaCl 150mM, Tris-HCI 50mM, NP40 1%, sodium déoxycholate 0,5% et SDS 0,1%)
apres les avoir grattés avec un grattoir cellulaire. Ensuite, les lysats ont été centrifugés a vitesse maximale
a 4°C pendant 30 minutes et les surnageant ont été transférés dans de nouveaux tubes. Les protéines
totales ont été dosées avec une trousse DC (BioRad) selon les instructions du fabricant et des aliquots ont
été préparés dans du tampon de Laemmli, bouillies pendant 5 minutes et conservées a -20°C. Pour la
détection dEPOR, les protéines ont été dénaturées a température piéce dans le tampon Laemmli pendant

45 minutes.

Des gels TGX 12% (BioRad) ont été coulés entre des vitres de Protean Il (BioRad) et 10 ug (EPO) ou 15ug
(EPOR) de protéines totales ont déposés par puits. L’électrophorese a été faite a 100V jusqu’a ce que le
front de migration sorte de la cassette. Le gel a été récupéré et activé 45s aux UV dans le Chemidoc (BioRad)
et placés en sandwich sur une membrane de PVDF low fluorescence (millipore) dans le systéme de
transfert Criterion (BioRad). Le transfert a été fait a 0.2A constant pendant 60 minutes. La membrane a
été récupérée, bloquée 16h avec du TBS-T 3% BSA et incubée 16h avec I’anti-EPO conjugué a I'HRP (Santa
Cruz, clone B-4) ou I’anti-EPOR (Invitrogen #PA5-38484) dilué 1:1000 ou 1:500 respectivement dans le TBS-
T 3% BSA. Finalement, la membrane a été lavée avec du TBST 3 fois pendant 10 minutes avec agitation.
Pour I'EPOR, la membrane a été incubée 60 minutes avec un anticorps secondaire conjugué a la HRP et
lavé comme mentionné plus haut. A la fin des incubations, le révélateur ECL Clarity (BioRad) a été utilisé
avant I'analyse dans le Chemidoc. Par la suite, les anticorps ont été enlevés de la membrane avec une
solution de stripping (Pierce) pendant 15 minutes a 37°C, puis la membrane a été bloquée une heure avant
d’étre incubée une heure avec I'anti B-actine conjugué a HRP (Sigma clone AC-15). La membrane a ensuite
été révélée dans le Chemidoc comme précédemment. Les analyses de densitométrie ont été faites avec le

programme Image Lab (BioRad) et I'intensité des bandes a été normalisée a celle de la B-actine.

2.7  Analyse par cytométrie en flux

Les MO conditionnés ont été lavés avec du PBS et incubés 20 minutes a 37°C dans une solution de
dissociation non enzymatique (PBS, 10mM EDTA et 20mM sodium citrate). Les M® ont ensuite été
récupérés par pipetage et comptés afin de marquer 5.10° cellules par condition avec un anti CD16/32

(Stemcell Technologies) durant 15 minutes. Pour les marquages extracellulaires, les cellules ont été

24



incubées avec 100ul de solutions contenant les anticorps (Tableau 2.1) sur glace pendant 30 minutes.
Apreés lavage, les cellules ont été analysées par cytométrie. Pour les marquages intracellulaires, les cellules
comptées ont été fixées et perméabilisées avec la trousse (R&D Systems) selon les instructions du fabricant
et incubées avec I'anti-EPO a-647 (Santa Cruz Biotechnology clone B-4)). Les cytofluorometres utilisés ont
été le BD Accuri C6 (BD) et le Cytoflex (Beckman Coulter) et I'analyse a été faite avec le programme c6 et

Cytexpert respectivement.

Tableau 2.1 Liste des anticorps et marqueurs utilisés lors des expériences de cytométrie en flux

Les anticorps utilisés ainsi que leurs clones et les fluorochromes conjugués ainsi que les marqueurs de viabilité ont
été utilisés dans les cocktails d’anticorps afin de marquée les cellules pour les expériences de cytomérie en flux

Anticorps / ligands Clone Fluorochromes
CD11b (ITGAM) M1/70 FITC, Pacific Blue
CD16/32 93 APC-Cy7

CD34 HM34 PE

CD71 (tfrl) R17217 FITC

CD106 (Vcam-1) 429 (MVCAM.A) APC

CD163 (M130) REA812 PE

CD169 (Siglec-1) 3D6.112 PE-Cy7

C-Kit 2B8 Per-CP

EPO B-4 Alexa-647

F4/80 BMS8 PE, APC-Cy7
Sca-1 D7 Pacific Blue
Ter119 Ter119 APC

Lineage detection cocktail (biotin) | MACS cat#5101011289 Streptavidine APC
Annexine V APC

7AAD
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2.8 Essai fonctionnel de coculture avec les cellules souches hématopoiétiques

Les cellules souches hématopoiétiques ont été enrichies par sélection négative (Stemcell Technologies) a
partir des cellules de moelle osseuse. Brievement, les cellules totales de la moelle ont été récupérées,
lavées et resuspendues a une concentration de 10° cellules par mL dans du PBS supplémenté de 2 % de
FBS et 10mM d’EDTA a pH 8.0. Ensuite les cellules ont été incubées avec le cocktail d’anticorps fourni dans
la trousse pendant 15 minutes sur glace et puis 10 minutes avec les billes magnétiques de streptavidine.
Finalement les cellules souches Lineage- Sca-1- et C-kit+ (LSK) ont été enrichies par sélection négative, en
prélevant la suspension cellulaire dans un nouveau tube. L’élimination des cellules Terl19+ a été
confirmée par cytométrie en flux. Les BMDM préalablement conditionnés 16h avec du milieu apoptotique
ou du DMEM complet ont été lavés 3 fois avec PBS et des cellules LSK ont été ajoutées aux puits a un ratio
de 4 cellules LSK par BMDM dans un milieu érythropoiétique adapté de Shuga et al. (2007). Ce milieu
consistait en du IMDM (Wisent) supplémenté de 10 % de SVF, 50U/mL de pénicilline/streptaamycine,
200pg/mL d’holotransférine (Sigma Aldrich), 10pg/mL d’insuline (Sigma Aldrich), 10* M de B
mercaptoethanol (Sigma Aldrich), 10° M de dexaméthasone (Vetoquinol), 10ng/mL de SCF (RnD systems)
et 10ng/mL d’IGF-1 (R&D Systems). Aprés 5 jours de co-culture, les cellules non adhérentes ont été
récupérées et 'engagement des cellules souches dans la voie érythroblastique a été étudié en analysant

le taux de cellules Ter119+ par cytométrie en flux comme mentionné plus haut.

2.9 Analyse des cytokines par ELISA

Les concentrations de TNF-a (Biolegend) IL-12p70 (Biolegend), IL-10 (Biolegend) et IGF-1 (eBiosciences)
présentes dans les surnageants des M@ conditionnés et polarisés ont été dosées par ELISA. Des plaques
de 96 puits a haut taux d’adsorption de protéine (Corning) ont été incubées a 4°C pendant la nuit avec
60uL d’anticorps de captures dilués a 1X dans du tampon d’adsorption 1X fournit dans la trousse. Le
lendemain, les plagues ont été lavées quatre fois avec du PBS-T (0.05 % Tween 20) et 150uL de diluent
fournit dans la trousse ont été ajoutés et incubés avec agitation pendant une heure a température piéce.
Pendant I'incubation, des courbes étalons pour chaque cytokine ont été préparées dans la gamme prévue
selon la trousse. Aprés I'incubation, les plaques ont été lavées avant de déposer 60uL des échantillons et
les dilutions de standards. Pour le TNF-a et I'IGF-1, les surnageants ont été dilués 1:2 et du diluent a été
utilisé comme blanc. Les plaques ont été incubées a température piece pendant deux heures avec
agitation. Ensuite, elles ont été lavées et 60uL d’anticorps de détection dilué a 1X dans du diluant ont été
ajoutés avant d’incuber pendant une heure a température piéce avec agitation. Apres l'incubation, les

plagues ont été lavées et 60uL d’avidine-HRP dilués a 1X dans du diluent ont été ajoutés aux puits et
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incubés pendant 30 minutes a température piéce avec agitation. Apres I'incubation, les plaques ont été
lavées cing fois avec PBS-T en attendant 30 secondes entre chaque lavage. Par la suite, le substrat TMB a
été préparé en combinant des parts égales de solution A et B provenant de la trousse et 60uL ont été
ajoutés dans les puits. Les plaques ont été placées au noir pendant 20 minutes et la réaction a été arrétée
en ajoutant 60uL de solution d’arrét (H.SO4 1N). Les densités optiques ont été obtenues a I'aide d’un
lecteur de plaque muni d’un filtre de 450nm et les concentrations de cytokines ont été calculées par

régression linéaire des courbes étalons.

2.10 Analyse des nitrites par réaction de Griess

La production de nitrite a été dosée avec la méthode de Griess. Brievement, 20uL de réactif de Griess (1:1
0.2% Need (Sigma) et 2% de sulfanilamide (Sigma) dans 5% d’acide phosphorique) ont été combinés a
150pl de surnageant et 130ulL d’eau puis incubés pendant 30 minutes au noir. La densité optique de la
réaction a été mesurée a 548nm au lecteur de plaque et les concentrations ont été déterminées a I'aide

d’une courbe étalon de nitrites allant de 1.56 a 100uM.

2.11 Récupération des cellules mononucléées périphériques.

Le sang total des souris a été récupéré par ponction cardiaque et les cellules ont été récupérées par
centrifugation a 500g pendant 5 minutes. Les cellules ont ensuite été lavées deux fois avec PBS et
resuspendues dans 4 mL de PBS final. La suspension cellulaire a ensuite été déposée sur 4 mL de Ficoll-
Paque PLUS (GE Healthcare) et centrifugée a 800g pendent 20 minutes sans frein. Les leucocytes ont été

récupérés a l'interphase et traités pour I'analyse par cytométrie en flux comme mentionnée plus haut.

2.12 Formation de colonies sur méthylcellulose

Pour la culture sur méthylcellulose, les cellules spléniques ont été récupérées comme mentionné plus haut.
Les cellules ont été resuspendues a une concentration de 2.10° cellules/mL dans du IMDM supplémenté
de 2 % de SVF. Un volume de 300ul de la suspension a été ajouté a 3 mL de méthylcellulose complet sans
EPO (R&D Systems # HSC008) et vortexée vigoureusement. Les suspensions ont été incubées pendant 5
minutes a température piéce afin d’éliminer les bulles et 1,1 mL de la suspension a été distribué dans deux
pétris de 35mm (Sarstedt) avec une seringue de 18G pour chaque rate. Les pétris ont été incubés pendant
12 joursa 37°Cet 5 % de CO,. Aprés l'incubation, les colonies ont été identifiées et comptées a I'aide d’un

microscope inversé TMS-F (Nikon).
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2.13 Analyse histologique des macrophages de la pulpe rouge

Les MO®p des souris +/+ et Jak2/+ ont été récupérés par triage cellulaire a partir d’une suspension de
cellules de la rate avec le FACSjazz (BD) et 5.10* cellules ont été placées sur lame avec le cytospin Il
(Shandon). Les cellules ont été fixées avec du méthanol pur avant d’étre colorées pendant 3 minutes dans
une solution de May-Grunswald (Sigma). Aprés un lavage au PBS, les lames ont été contre-colorées dans
une solution de Giemsa (Sigma) diluée 1:20 avec de I'eau distillée pendant 12,5 minutes et ensuite lavée

dans du dH;0. Lorsque seches, les lames ont été analysées au microscope confocal Nikon A1R-Plus.

2.14 Statistiques

Tous les tests statistiques utilisés sont précisés dans les légendes des figures et ont été effectués a I'aide

du logiciel Graphpad Prism (Graphpad Software) avec un seuil de confiance de 95%.
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CHAPITRE 3

RESULTATS

3.1 Les BMDM conditionnés produisent de I'EPO

Avant de caractériser la possible action autocrine de I'EPO, la production de cette protéine a été
corroborée chez les BMDM conditionnés avec les cellules apoptotiques. L'analyse des transcrits d’EPO par
RT-qPCR chez les BMDM conditionnés a montré une hausse d’ARNm spécifique a I'EPO de 7,06 fois versus
les BMDM controles (Figure 3.1A). Cette hausse a été confirmée par I’expression de la protéine, analysée
par Western blot (Figure 3.1B). L’analyse de densimétrie a montré une augmentation d’environ 2 fois de
la bande correspondante a I'EPO chez les BMDMs conditionnés. Finalement, la production d’EPO a aussi
été confirmée par cytométrie en flux avec un anticorps anti-EPO du méme clone (B-4) (Figure 3.1C). Les
BMDMs conditionnés expriment 1.5 plus d’EPO que les cellules contrdles, a la suite d’'un marquage
intracellulaire avec un anticorps spécifique. Dans leur ensemble, ces résultats confirment une production
basale d’EPO, et une augmentation de cette réponse chez des BMDM conditionnés avec des cellules

apoptotiques.

La production d’EPO par les BMDM a aussi été confirmée par un essai fonctionnel de coculture avec des
cellules LSK dans un milieu complet d’érythropoiéese, dépourvu d’EPO exogéne. Si cultivées isolées, les
cellules LSK ne se sont pas différenciées en érythroblastes (Figure 3.2A) tandis que celles en coculture avec
les BMDM ont montré un modeste engagement dans la voie érythroblastique, marquée par I'apparition
d’'une discréte population Ter119+ (Figure 3.2B). Cependant, c’est la coculture avec les BMDM
conditionnés qui a favorisé I'engagement des cellules souches en cellules Ter119+ (Figure 3.2C). Le taux
de cellules Ter119+ était de 11,3% versus 4,82% pour la coculture avec BMDM conditionnés ou non
respectivement (Figure 3.2D). Parmi les populations d’érythroblastes, la population la plus immature des
érythroblastes était prédominante dans la coculture avec BMDMs conditionnés (Figure 3.2E).
L’'engagement de cellules LSK dans la voie érythroblastique constaté exclusivement en présence de MO,
ainsi que les analyses des transcrits et de la présence d’EPO par Western blot confirment que les BMDM
conditionnés avec cellules apoptotiques produisent de 'EPO et que cette protéine peut agir de fagon

paracrine.
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Figure 3.1 Les BMDM conditionnés avec les cellules apoptotiques produisent de I'EPO

Les BMDMs ont été conditionnés 4h avec les cellules apoptotiques et la quantité de transcrits d’EPO a été analysée
par RT-qPCR. La bande blanche représente les BMDM contréles tandis que la bande noire les BMDM conditionnés
Les données représentent deux expériences indépendantes (A). Dans d’autres expériences, les BMDMs ont été
conditionnés pendant 16 heures avec les cellules apoptotiques et la production d’EPO a été évaluée par Western blot
et par cytométrie en flux. Blot représentatif d’une expérience répétée trois fois (B). Histogramme représentatif d’'une
expérience qui a été répétée trois fois (C).
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Figure 3.2 L'EPO produite par les macrophages agit de fagon paracrine
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Les M® conditionnés 16 heures avec les cellules apoptotiques ont été mis en co-culture avec des cellules souches
hématopoiétiques pendant 5 jours dans un milieu hématopoiétique sans EPO. Dot plot représentatif de 4 expériences
de cellules souches en culture seules (A), en co-culture avec des BMDM non conditionnés (B) et conditionnés (C). Le
pourcentage et le nombre total (D) d’érythroblastes Ter119+ sont significativement plus élevés chez les cellules en
co-culture avec les MO conditionnés. Dot plot représentatif pour les populations d’érythroblastes a la suite de la co-
culture avec les MO conditionnés. Le pourcentage et le nombre total des érythroblastes A les plus immatures sont
significativement plus élevés dans la co-culture avec les MO conditionnés (E). Des tests de Wilcoxon a rang signés
ont été



3.2 Les BMDM conditionnés surexpriment I'EPOR

Les MO dans la moelle qui expriment fortement 'EPOR forment des flots composés d’un nombre plus
important d’érythroblastes que ceux qui I'expriment peu (Li et al., 2019). Dans ce contexte, le groupe de
Wu a montré que les M® péritonéaux surexpriment I'EPOR a la suite de leur conditionnement avec les
cellules apoptotiques ainsi que de I'EPO (Luo et al.,, 2016). Dans notre étude, les BMDMs ont été
conditionnés avec les cellules apoptotiques directement ou indirectement via un systeme de transwell ou
via l'ajout de milieu apoptotique (exsudat des cellules apoptotiques). Finalement, certaines cellules ont
été stimulées avec I'EPO directement. A la suite d’un conditionnement de 16 heures, les lysats des BMDMs
conditionnés, toutes conditions confondues, affichaient des bandes d’environ 55kDa correspondant a
'EPOR qui étaient plus prononcées que le contréle (Figure 3.3A). Au niveau des transcrits, les
conditionnements avec I'EPO et le milieu apoptotique ont conduit a une augmentation de I'expression
d’EPOR de l'ordre de 1.62 et 3.08 fois, respectivement, comparé au contréle aprées 4 heures de
conditionnement (Figure 3.3B). Ces données indiquent que le conditionnement avec les cellules
apoptotiques et 'EPO augmente |'expression d’EPOR chez les BMDM de sorte a les rendre plus sensible a

I'EPO et a activer la voie de signalisation de I'axe EPO/EPOR/JAK2.

3.3 Les BMDM conditionnés adoptent un profil tolérant

Afin d’évaluer le potentiel autocrine de I'EPO, des essais fonctionnels de polarisation vers le phénotype
M1 ont été effectués. Plus précisément, la production de cytokines pro-inflammatoires tels les nitrites, le
TNF-a et I'lL-12 ainsi que la cytokine anti-inflammatoire IL-10 ont été vérifiés chez des BMDM. Ces cellules
ont été préalablement conditionnées avec les cellules apoptotiques soit directement ou indirectement via
un systeme de transwell ou par ajout de milieu apoptotique. Certaines cellules ont été conditionnées avec
de I'EPO directement. Ensuite, les BMDM ont été stimulées avec du LPS afin d’induire un profil M1 pro-

inflammatoire.
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Figure 3.3 Les BMDM conditionnés surexpriment I'EPOR

Analyse de I'expression d’EPOR (fleche ; 55kDa) et du géne de contréle B-actine (42 kDa) par Western blot chez des
BMDMs conditionnés pendant 16 heures. L'EPOR est une protéine de 55kDa (fleche orange). Ce blot est représentatif
de deux expériences indépendantes (A). Analyse des transcrits d’EPOR chez des BMDMs conditionnés pendant 4
heures par RT-gPCR et normalisée avec I'expression du géne de la B-actine (B). Donnée représentative d’une
expérience.
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En ce qui concerne les nitrites, aucune condition n’a affecté sa production (Figure 3.4A). Cependant, pour
le TNF-a, une baisse significative de sa production a été constatée chez les BMDM conditionnés
directement avec de milieu issu de cellules apoptotiques par rapport aux contrdles (p<0.01), I'effet ayant
disparu pour la condition en transwell (Figure 3.4B). Le conditionnement direct avec du milieu apoptotique
a été la seule condition inhibant la production d’IL-12 (p<0.05; Figure 3.4C). Finalement, les niveaux de la
cytokine anti-inflammatoire IL-10 ont augmenté par rapport aux controles (Figure 3.4D) pour toutes les
conditions sauf celles ayant les BMDM en contact direct avec les cellules apoptotiques. En ordre, les
BMDM conditionnés avec le milieu apoptotique, les cellules en transwell et 'EPO ont produit 513,6 pg/mL
(p<0.01), 488,7 pg/mL (p<0.05) et 482,3 pg/mL p<0.05) d’IL-10 respectivement contre 357,2 pg/mL pour

les cellules non conditionnées.

Ces résultats suggérent que le préconditionnement des BMDMs avec les cellules apoptotiques, plus
précisément de facon indirecte via le milieu ou le systeme transwell, atténue la sécrétion de cytokines pro-
inflammatoires en réponse au LPS, accompagné par une hausse de la cytokine anti-inflammatoire IL-10
suite a l'activation avec LPS. En ce qui concerne I'EPO, son effet anti-inflammatoire a été moins évident,
se traduisant dans une augmentation de la production d’IL-10 sans effet sur la sécrétion de cytokines pro-
inflammatoires. Somme toute, I'axe EPO/EPOR/JAK2 semble induire une polarisation vers un profil moins

pro-inflammatoire et plus tolérant.

3.4 Les BMDM adoptent un phénotype semblable aux macrophages centraux

Le conditionnement des BMDMs avec les cellules apoptotiques ou avec de 'EPO augmente I'expression
d’EPOR, un marqueur important des M®c. Afin de tester I'hypothese que des facteurs issus des cellules
apoptotiques permettent I'adoption d’un phénotype favorisant I'érythropoiese, I'expression des
marqueurs de M®c¢ ont été évalués par cytométrie en flux et ELISA. Spécifiquement, I'expression du
récepteur de la transferrine CD71 ainsi que les intégrines CD106 et CD169 ont été évalués. Par rapport aux
cellules non conditionnées, seule I'expression de CD71 et CD106 montraient une modeste modulation a la
hausse chez les BMDM conditionnés avec le milieu des cellules apoptotiques (Figure 3.5A). La rate est aussi
un lieu secondaire d’érythropoiése et comporte des précurseurs qui peuvent étre transformés en M. De
facon intéressante, I'expression des marqueurs CD71, CD106 et CD169 n’a pas été affectée chez les SPDM

(Figure 3.5B).
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Figure 3.4 Sécrétions des cytokines chez les BMDM suite aux conditionnements et la polarisation M1

Dosage des nitrites par la méthode de Griess (A) et du TNF-a (B), de I'lL-12 (C) et de I'IL-10 (D) par ELISA chez des
BMDMs conditionnés avec cellules apoptotiques et EPO. Les données sont représentatives de trois répliqua
provenant de MO générés a partir de deux souris distinctes. Des tests Wilcoxon a rangs signés ont été effectuées. *

p<0.05, ** p<0.01.
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Figure 3.5 Expression des marqueurs de macrophage central chez les BMDM et SPDM conditionnés

Analyse par cytométrie en flux des marqueurs d’ilots érythroblastiques CD71, CD106 et CD169 chez des BMDMs (A)
et des SPDMs (B) conditionnés 16 heures avec des cellules apoptotiques. Les données sont représentatives de trois
expériences indépendantes.
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L’expression du facteur de croissance IGF-1, une protéine importante sécrétée par les MQc et qui facilite
le développement des érythroblastes au sein de I'flot érythroblastique (Muta et al., 1994) a été évaluée
chez les BMDM cultivés dans les mémes conditions de polarisation M1 sans I’ajout de LPS (Figure 3.6). Une
hausse significative de la production d’IGF-1, un facteur de croissance qui agit en synergie avec I'EPOR afin
de favoriser le développement des érythroblastes, a été constatée chez les cellules conditionnées avec du
milieu apoptotique, produisant 2287,2 pg/mL (p<0.05) d’IGF-1 versus 1238,9 pg/mL pour le contrdle. Ces
données indiquent que la présence des molécules solubles générées par les cellules apoptotiques

favorisent I'adoption d’un profil pro-érythropoiétique chez les BMDM.
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Figure 3.6 Expression d'IGF-1 chez les BMDM conditionnés

Dosage de I'lGF-1 par ELISA chez des BMDMs conditionnés avec les cellules apoptotiques et I'EPO. Les données
sont représentatives de trois répliqua provenant de M® générés a partir de deux souris distinctes. Un test Kruskal-
Wallis avec comparaison de Dunns a été effectué * p<0.05.
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3.5 Le modeéle murin de PV a une érythropoiese exacerbée dans la rate

En considérant que les MOc et les M®p expriment I'EPOR et que I'activation de la voie de signalisation par
I'EPOR permet I'adoption d’un profil type M®c, un modele murin d’activation constitutive de JAK2 via ce
récepteur a été utilisé pour mieux caractériser le role de I'axe EPO/EPOR/JAK2 dans les fonctions pro-
érythropoiétique des M®. Ce modéle est représentatif de la PV, une maladie caractérisée par la mutation
V617F du geéne jak2. Cette mutation rend I'EPOR actif de facon ligand indépendante (Li et al., 2011), de
sorte que les MO de ces souris ont la voie de signalisation EPO/EPOR/JAK2 active de fagon constitutive.
Parmi les différents modeles, celui de Mullaly et al. (2011) a été utilisé, possédant une cassette dans
I'intron en amont de I'exon 14 du gene JAK2 qui permet I'amplification d’'une bande de 346pb lors du
génotypage (Figure 3.7A). Le phénotype des souris Jak2/+ se caractérise par une splénomégalie (figure
3.7B) et un pourcentage plus élevé des cellules Ter119+ dans la rate (Figure 3.7C). Ces souris ont aussi 3,3
fois plus de cellules totales dans la rate (Figure 3.8A), sans impact majeur sur la cellularité dans la moelle

osseuse (Figure 3.8B).

Nous avons en premier confirmé le phénotype des souris mutantes. Les populations d’érythroblastes dans
la moelle et la rate des souris +/+ et jak2/+ ont été évaluées par cytométrie en flux. Spécifiquement, Les
Pro-E ont été identifiés par les marqueurs CD71+ Ter119mid. Les trois populations d’érythroblastes ont
aussi été analysées parmi les cellules Ter119high. En ordre du stade moins mature au plus mature, les EryA
sont CD71+ FSChigh, les EryB sont CD71+ FSClow et les EryC sont CD71- FSClow (Figure 3.9 A-D). En ce qui
concerne les Pro-E, une hausse de leurs proportions a été constatée dans la rate (p<0.05). Cet écart était
aussi évident en termes du nombre total de cellules (p<0.01) (Figure 3.9E). Cette tendance a la hausse a
été maintenue au niveau des cellules Ter119high dans la rate (p<0.01). En ce qui concerne les populations
d’érythroblastes, une relation inverse a été constatée entre la moelle et la rate. La moelle des souris Jak2/+
comportaient moins d’EryA et EryB (p<0.05) sans impact significatif sur les EryC (p=0.0563) tandis que leur
rate comportait une augmentation des EryA et EryB et au profit des EryC (p<0.001) (Figure 3.9F). La hausse
des Pro-E et des érythroblastes immatures dans la rate indique que I’érythopoiése dans la rate est

fortement stimulée chez les souris PV.
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Figure 3.7 Sélection des souris Jak2/+

Image représentative d’un génotypage des souris issues du croisement entre les souris X et Y. Les souris Jak2/+ sont
hétérozygotes et ont une bande autour de 346pb (A). Seules les souris génotypées avec la bande Jak2/+ ayant une
splénomégalie (B) et une érythropoiése exacerbée dans la rate (C) ont été retenue pour les expériences.
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Figure 3.8 Cellularité de la rate et la moelle osseuse des souris Jak2/+

Le nombre de cellules totales de la rate (A) et de la moelle osseuse (B) des souris +/+ et Jak2/+ ont été récoltée et
comptées. Les souris Jak2/+ souffrant de splénomégalie ont une quantité beaucoup plus importante de cellules. Un
test Mann-Whitney a été effectué *** p<0,001.
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Figure 3.9 Profil d'érythroblastes chez les souris Jak2/+

Dot plot représentatif des érythroblastes dans la moelle des souris +/+ (A) et Jak2/+ ainsi que la rate des souris +/+ (C) et Jak2/+
(D). Les Pro-E sont CD71+ Ter119™Mid et les érythroblastes sont Ter119+. Parmi les érythroblastes, les Ery A sont CD71+ FSChi,

les EryB sont CD71+ FSClOW et les EryC sont CD71- FSClOW_ | es pourcentage et nombre totaux de ProE dans la moelle et la rate
des souris Jak2/+ montrent une hausse significative dans la rate uniquement (E). Les érythroblastes A et B sont modulés a la
baisse dans la moelle des souris Jak2/+, mais fortement modulé a la hausse dans la rate en plus de s"accompagner d’une hausse

significative des érythroblastes Ter119Migh (F). Des tests Mann-Whitney ont été effectués * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001.
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3.6 L'érythropoiese exacerbée dans la rate s’"accompagne d’une hausse des macrophages

Les MOQc¢ dans la moelle osseuse et les M®r dans la rate sont des populations myéloides qui expriment
I’'EPOR (Li et al., 2019) (Zhang et al., 2021) et sont intimement liés aux globules rouges (Klei et al., 2017).
Les MO totaux (cellules F4/80+) et les M®¢ (F4/80+, CD11b-, CD106+) de la moelle (Figure 3.10A) ainsi que
les M®p F4/80 auto-fluorescents (488/525) (Mitchell et al., 2010) de la rate (figure 3.10B) ont été évalués
par cytométrie en flux. Dans la moelle des souris Jak2/+, une baisse du taux de MO totaux F4/80 (p<0.05)
a été mesurée sans impact sur le M®O¢ F4/80+ CD11b- et CD106+. Cependant, dans la rate, une
augmentation du pourcentage et du nombre de M® totaux et particulierement ceux de la pulpe rouge

auto-fluorescent 488/525 a été constatée (p<0.001) (Figure 3.10C).

3.7 Lahausse de macrophages splénique est assurée par une hématopoiése locale

Afin de déterminer la source des M® dans la rate, nous nous sommes penchés sur les précurseurs dans la
moelle osseuse et la rate, plus précisément, les précurseurs de mégacaryocytes et d’érythroblastes (MEP)
et les précurseurs de granulocytes et MO (GMP). Les MEP sont des cellules souches hématopoiétiques LSK
(Sca-1-, C-kit+ Lineage-) double négative pour CD34 et CD16/32. A I'opposé, les GMP sont des LSK, mais
double positive pour les marqueurs CD34 et CD16/32 (Figure 3.11 A-D). En ce qui concerne les MEP, une
hausse significative a été mesurée dans la moelle osseuse et la rate (Figure 3.12A). Cependant, comme

pour les M®, une hausse des GMP a été exclusivement mesurée dans la rate (Figure 3.12B).

Afin de confirmer que ces précurseurs ont été générés sur place dans la rate et ne proviennent pas de la
moelle osseuse, les cellules mononucléées périphériques ont été récupérées afin d’analyser les cellules
LSK et vérifier leur présence en circulation (Figure 3.12C). La hausse de cellules souches dans la rate n’était
pas corrélée avec une hausse de ces cellules en circulation, indiquant que les précurseurs ont été générés

in situ.
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Figure 3.10 Profil des macrophages chez les souris Jak2/+

Dot plot représentatif des MO centraux (F4/80+ CD11b- CD106+) de la moelle des souris +/+ (A) et Jak2/+ (B) ainsi que
les MO de la pulpe rouge (F4/80+ autofluo (488/525)) de la rate des souris +/+ (C) et Jak2/+ (D). Les pourcentages et
nombres totaux de M® dans la moelle montre une baisse des M® sans impact sur les MO centraux chez les souris Jak2/+
(E). Les pourcentage et nombre totaux de M® de la rate montrent une hausse significative des M® de la pulpe rouge
dans la rate des souris Jak2/+ (F). Des tests Mann-Whitney ont été effectués * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001.
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Figure 3.11 Stratégie d’analyse des précurseurs myéloides par cytométrie en flux

Les cellules de la moelle osseuse et la rate ont été récupérées afin de d’analyser les populations de progéniteurs
myéloides. Dot plot représentatif des MEP (Sca-1- C-kit+ Lin- CD34- CD16/32-) et GMP (Sca-1- C-kit+ Lin- CD34+
CD16/32+) dans la moelle des souris +/+ (A) et Jak2/+ (B) ainsi que dans la rate des souris +/+ (C) et Jak2/+ (D).
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Figure 3.12 Taux de progéniteurs chez les souris Jak2/+

Les taux et nombres totaux de MEP et GMP dans la moelle osseuse et la rate ont été obtenus par cytométrie en flux
avec la stratégie d’analyse de la figure 3.11. Les pourcentages et nombres totaux de MEP sont en hausse dans la
moelle et la rate des souris jak2/+ (A). Les pourcentages et nombres totaux de GMP sont en hausse significative
uniguement dans la rate des souris Jak2/+ (B). L’analyse de progéniteurs en circulation Les leucocytes en circulation
ont été récupérés de déterminer la présence de cellules souches hématopoiétiques (Sca-1- C-kit+ Lin-). Il n’y a pas de
différences entre les souris +/+ et les souris jak2/+. Des tests Mann-Whitney ont été effectués * p<0.05, ** p<0.01.
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Les GMP constituent une population pluripotente qui peut mener a la génération de M® ou de
granulocytes (Yafiez et al., 2017). Afin de confirmer que la hausse des MO® dans la rate provient de la
différentiation de ces précurseurs, un essai de formation de colonies sur méthylcellulose a été effectué
afin de déterminer la spécialisation des GMP dans la rate. Comme prévu, une quantité significativement
plus élevée de colonies CFU-GM, CFU-M et CFU-G en général ont été générées a partir des splénocytes
des souris Jak2/+ versus ceux des souris +/+, soit 95 colonies contre 51 colonies en moyenne
respectivement (p<0.001 ; figure 3.13A). Cette observation concorde avec les données révélées par
I'analyse par cytométrie en flux et confirme le plus grand nombre de précurseurs hématopoiétique dans
cet organe. De plus, chez les souris Jak2/+, le type de colonie la plus importante générée a partir de ces
précurseurs était les CFU-M, soit les précurseurs de MO spécifiqguement (Figure 3.13B). Somme toute, ces
données confirment le nombre supérieur de précurseurs hématopoiétiques dans la rate des souris Jak2/+.
De plus, la hausse des M® de la rate semble due a I'adoption d’un réle hématopoiétique de cet organe
chez ces souris. Cet organe devient a la fois un site d’érythropoiése accentuée, mais aussi un site de genese
de précurseurs GMP qui se différencient préférablement en MO via une hausse de CFU-GM qui devient

préférablement des CFU-M.

3.8 La mutation Jak2/+ diminue la tolérance chez les SPDM

L'impact de I'activation constitutive de I'EPOR sur la réponse des M® a la polarisation M1 a été évalué
chez les BMDM et SPDM provenant de souris Jak2/+. En ce qui concerne les BMDM, aucune différence
significative n’a été notée sur la production de TNF-a entre les cellules générées a partir des souris +/+ et
des souris Jak2/+, autant a la suite de I'activation avec LPS (271,4pg/mL contre 239,0pg/mL) ou avec
préactivation avec de linterféron gamma (INF-y) (428,1pg/mL contre 426,0pg/mL) (Figure 3.14A).
Cependant, les SPDM provenant de souris Jak2/+ étaient plus sensibles a I'activation classique avec LPS
(p<0.05) (Figure 3.14B). Ces données indiquent que des facteurs propres a la rate ou les précurseurs de
MO de cet organe sont responsables de la sensibilité des M® a répondre aux stimulus pro-inflammatoires.
De plus, le paralléle entre les deux populations de M® dénote des différences importantes entre les deux

organes chez les souris ayant la mutation JAK2 V617F.
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Figure 3.13 Les précurseurs dans la rate des souris Jak2/+ sont plus aptes a former des macrophages

Décompte des colonies a partir des cellules de rate d’un essai de formation de colonie sur méthylcellulose complet
sans EPO (A) et plus particulierement les précurseurs de M® (B). Les données sont représentatives de 3 souris en
duplicata. Des tests Mann-Whitney ont été effectués * p<0.05, ** p<0.01.
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TNF-a (pg/mL)

Figure 3.14 Polarisation des BMDM et SPDM Jak2/+
Dosage du TNF-a par ELISA des BMDMs (A) et SPDMs (B) suite a un conditionnement avec inf-y et LPS. Des T-

A Macrophages dérivés de

la moelle
600- —_
o
ns &
J | | o ~
400 A ¢ 0g0
v
P——
200- ad '
v
0'-."'._— T T T T
< < S S
SIS N
Q Q X \* X \\x
00 Q x\ \lg/ A X
) K &
\x \x \'b' Q N\
X {l/ x\ \X
oF X O
S @

TNF-a (pg/mL)

B Macrophages dérivés de

la rate
p=0,0542
6001 | |
* 00
| | -
400+ a Vy @ o
vy ¢
—_
2004 AA
O'_.I._- T T T T
X/ A2 ] ]
\«0\ ¢°\ < N < X
N\ N X X X \\X
& & N
N & &
x N
2 N N
N \'Zr

tests non appariés ont été effectués entre les souris +/+ et Jak2/+ pour chaque condition * p<0.05.
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3.9 Les macrophages de la pulpe rouge prennent en charge I'érythropoiése dans la rate

Les MO sont intimement liés au développement des érythrocytes et leur élimination dans le modéle murin
de PV rétablit I’'hématocrite élevé et atténue la splénomégalie (Ramos et al., 2013). Le lien entre la hausse

des MO et des érythroblastes dans la rate a été exploré.

Pour ce faire, la fraction des M®, des souris +/+ et Jak2/+ ont été récupérées par triage cellulaire afin
d’analyser les cellules présentes par histologie. Comme attendu, la fraction des souris +/+ contenait
principalement des MO (Figure 3.15A). Cependant, la fraction M® des souris Jak2/+ a révélé des MO
associés principalement a des érythroblastes, sous forme d’llots érythroblastiques. De plus, des

neutrophiles étaient aussi associés aux M® (Figure 3.15B).

Afin de confirmer que les M®p des souris Jak2/+ étaient impliqués dans la formation des flots
érythroblastiques, I'expression d’intégrines essentielles pour leur formation a été évaluée par cytométrie
en flux. Comme attendu, I'expression de CD106 était significativement plus élevée chez les M®» des souris
Jak2/+ que des souris +/+ qui ont une moyenne géométrique 36139,8 versus 22546,2 (p<0.05)
respectivement (Figure 3.16A). Cette tendance est aussi observée chez les M®¢ qui ont une moyenne
géométrique de fluorescence de 35029,9 versus 27781,3 (p<0.05) pour les souris Jak2/+ et +/+ (Figure
3.16B). L'intégrine CD163 est aussi une protéine d’adhésion impliquée dans la formation d’ilots et est plus
exprimée chez les MO®p des souris Jak2/+. Ces MO ont une moyenne géométrique de fluorescence de
14596,1 versus 10343,4 pour ceux des souris +/+ (Figure 3.16C). Ainsi, la constatation des flots dans la
fraction M®p des souris Jak2/+ était en corrélation avec la hausse d’expression d’intégrines essentielles a
leur formation et suggere que les M®p prennent en charge I'érythropoiése dans cet organe chez les souris

Jak2/+.
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Jak2/+

Figure 3.15 la fraction des macrophages de la pulpe rouge contient des flots érythroblastiques chez les
souris Jak2/+.

Marquage May-Gruinswald Giemsa des splénocytes de la fraction F4/80+ autofluo (488/525) récupérés
par triage cellulaire de souris +/+ (A) et jak2/+ (B). Les M®p des souris Jak2/+ sont associés a des
érythroblastes (fleches rouges) et des neutrophiles (fleches noires). Images représentatives de deux paires
de souris.
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Figure 3.16 Expressions des molécules d'adhésions chez les macrophages des souris Jak2/+.

Analyse de I'expression de CD106 par cytométrie en flux des M®p (A) et M®c (B). Les données représentent six et
trois paires de souris respectivement. L'expression de CD163 chez deux paires de souris a aussi été analysée (C). Des
T-tests non-appariés ont été effectués * p<0.05.
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CHAPITRE 4

DISCUSSION

Le point de départ du projet s’est basé sur la démonstration par le groupe de Wu de la production d’EPO
par les MO du péritoine en présence de cellules apoptotiques (Luo et al.,, 2016). Puisque les MO
constituent des populations hétérogénes dont les fonctions et le phénotype varient selon leurs origines
(Gordon et Pliddemann, 2017), nous avons premiérement confirmé notre premiére hypothése qui
supposait que les BMDMs aussi se comportent comme les M® du péritoine a la suite de leur
conditionnement avec des cellules apoptotiques. Apres 4h, une hausse d’expression des transcrits d’EPO

a été mesurée qui est corrélée au niveau de I'expression de la protéine aprés 16h (Figure 3.1).

Le groupe de Wu a montré que I'EPO contribue a I'adoption d’'un phénotype tolérant qui favorise
I’élimination de cellules apoptotiques par les M® péritonéaux (Luo et al., 2016). Etant donné que la moelle
osseuse est le site principal d’érythropoiése et que I'EPO est une hormone clé dans ce processus, nous
avons voulu voir si la production d’EPO chez les BMDMs était capable d’engager des cellules souches dans
la voie érythroblastique (Figure 3.2). Dans cette expérience de coculture des cellules LSK sans EPO, la
présence d’érythroblastes a été exclusivement constatée dans les conditions de culture avec des M®. De
facon intéressante, 'EPO ne semble pas étre le seul acteur impliqué dans I'engagement des cellules
souches. Des expériences similaires réalisées dans le laboratoire montrent que le taux de cellules TER119+
est similaire a la condition avec BMDM non conditionnés quand des anticorps neutralisant 'EPO sont
ajoutés (Perron-Deshaies et al., 2020). Si I'EPO était I’élément limitant pour le passage des cellules souches
LSK en érythroblastes, le taux de cellules Ter119+ devraient étre comparables a la condition sans MO
quand les anticorps neutralisants pour I'EPO sont présents. Ces résultats suggerent que d’autres facteurs
sont exprimés par les BMDMs permettent la génération des érythroblastes. En ce sens, des expériences
de cocultures similaires, mais avec des quantités grandissantes d’EPO dans le milieu de culture, ont montré
une hausse de 3 fois les érythroblastes viables en présence de M@ qu’en leur absence (Rhodes et al., 2008).
Ces chercheurs ont observé une transition GO/G1 plus rapide chez les érythroblastes associés a des MO,
théorisant le role des molécules d’adhésions exprimées par les MO comme CD106, CD169 ou CD163.
Cependant, le mécanisme qui permet la prolifération n’est pas connu, les chercheurs mentionnent que
ces protéines pourraient agir en concert puisque I'ajout d’anticorps agoniste individuellement a ces

protéines n’inhibent pas la prolifération des érythroblastes au sein des flots.
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Les circonstances nécessaires qui permettent a un M® naif de prendre le réle d'un M®c sont inconnues.
Notre deuxieme hypothese était que les BMDM produisent de I'EPO et surexpriment 'EPOR afin que cette
EPO, via I'axe EPO/EPOR/JAK?2, agisse de facon autocrine afin qu’ils adoptent un profil s’apparentant aux
MOc. Ce profil se caractérise par la tolérance et I'expression de marqueurs nécessaires pour la formation

des ilots érythroblastique et le développement des érythroblastes.

Dans ce cas, ces M® doivent exprimer 'EPOR afin de répondre a I'EPO. L’analyse de I'expression d’EPOR
par Western blot et RT-qPCR chez les BMDM a démontré I'expression du récepteur de fagon basale. De
plus, le conditionnement avec les cellules apoptotiques, leur exsudat ou de I'EPO a augmenté I'expression
d’EPOR (Figure 3.3). Ces résultats sont en accord avec les travaux du groupe de Wu qui ont aussi montré
ce phénomeéne chez les MO péritonéaux (Luo et al., 2016). Cette modulation a la hausse de I'EPOR est
intéressante, car les travaux de Li et al. (2019) montrent que les MO de la moelle osseuse qui expriment
fortement 'EPOR forment des flots composés d’un nombre supérieur d’érythroblastes que ceux qui
exprimaient ce récepteur faiblement. Selon ces chercheurs, I'expression I'EPOR est un marqueur de M®c.

I’axe EPO/EPOR/JAK2 pourrait contribuer a 'adoption du profil de MO®c.

L’analyse du transcriptome des MQc (Li et al., 2019) a fait ressortir deux tendances chez cette population
de M®. Dans un premier temps, ces M® sous-expriment des genes associés a l'inflammation qui est
caractéristique des MO tolérants. Dans un deuxiéme temps, ces MO expriment plus de génes associés aux
molécules d’adhésion qui sont essentielles pour remplir leur fonction au sein des flots. Ainsi, nous avons

étudié ces aspects chez les BMDMs conditionnés.

Le conditionnement avec les cellules apoptotiques est complexe. D’un coté, les cellules apoptotiques
exposent des phospholipides comme la PS et la S1P qui agissent comme signaux "trouve moi/mange-moi".
De plus, ils libérent des molécules qui agissent de fagon paracrine pour attirer les MO®. Dans les deux cas,
ces molécules peuvent engager des cascades de signalisation chez le MO et I'affecter (Ravichandran, 2011).
Cependant, discriminer entre les différents acteurs moléculaires présents lors du conditionnement est
difficile. Afin de mieux discriminer molécules actives exprimées sur les cellules et celles qui sont sécrétées,
des conditionnements directement avec les cellules apoptotiques ou indirectement avec leur milieu ou un
systeme de transwell ont été utilisé. Finalement, puisque les BMDMs conditionnés produisent de I'EPO et
gu’elle peut agir de fagon autocrine, ils ont aussi été conditionnés avec I'EPO afin d’étudier directement

I’axe EPOR/JAK2.
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Comme mentionné plus haut, les M®¢ expriment un profil génétique de type tolérant qui inhibe
I’expression de récepteurs reliés a I'inflammation comme le TLR4 (Li et al., 2019). Afin de tester I'hypothese
gue le conditionnement avec les cellules apoptotiques permet au BMDMs d’adopter ce phénotype
fonctionnel, ils ont été activés avec du LPS, un glycolipide bactérien pro-inflammatoire qui induit une forte
expression de cytokines pro-inflammatoires comme le TNF-a (Garde et al., 1995) (Figure 3.4). Parmi les
conditionnements, celui avec le milieu apoptotique était le seul a diminuer la sécrétion des cytokines pro-
inflammatoires TNF-a et IL-12 de fagon significative. Le conditionnement indirect avec transwell a aussi
été efficace a diminuer I'expression de TNF-a. Ces résultats indiquent que ce sont des molécules sécrétées
par les cellules apoptotiques qui sont responsables de ces effets plutét que le contact direct avec les
cellules apoptotiques. Ces résultats sont en accord avec la littérature. Dans une expérience avec des MO
péritonéaux, le conditionnement avec du milieu apoptotique de thymocytes réduisait de moitié la
sécrétion de TNF-a suite a la polarisation avec LPS (Chen et al., 2019). Cette baisse de TNF-a est aussi
rapportée chez des M® humains conditionnés avec du milieu apoptotique de neutrophiles (Eken et al.,

2013).

En ce qui concerne I'EPO, nos résultats indiquent qu’elle n’affecte pas la sécrétion des cytokines pro-
inflammatoires, mais stimule la sécrétion d’IL-10, une cytokine anti-inflammatoire responsable d’inhiber
I'inflammation. Dans une étude, il est démontré que I'EPO agit en synergie avec le LPS afin d’augmenter
la production d’IL-12 et baisser la production d’IL-10 (Lifshitz et al., 2010). Cependant, cet effet pro-
inflammatoire n’a jamais été confirmé dans d’autres études. Au contraire, le conditionnement des M® du
péritoine avec EPO induit plutdt une baisse des cytokines pro-inflammatoires comme le TNF-a et I'lL-6
(Luo et al., 2016) et une baisse des transcrits de TNF-a, d’IL-12b et de I'iNOS, I'enzyme responsable de
produire des nitrites, tout en augmentant la production d’IL-10 (Cui et al., 2018). La disparité de nos
résultats concernant I'inhibition des cytokines pro-inflammatoires avec la littérature peut s’expliquer par
deux facteurs. Premierement, les études antérieures ont utilisé des concentrations plus élevées d’EPO
(40U/mL et 100U/mL respectivement). La quantité de 500mU/mL choisie dans notre étude est plus
représentative du point de vue physiologique (Sakata et al., 1999). Deuxiemement, ces études ont utilisé
des MO péritonéaux comme modele plutét que les BMDMs. En ce sens, il est possible que ces deux

populations se comportent différemment.

La disparité des résultats entre le milieu apoptotique et les cellules apoptotiques en transwell peut étre

surprenante a premiére vue étant donné que les éléments conditionnant proviennent des mémes cellules.
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Cependant, trois différences majeures entre les deux conditions peuvent expliquer ces différences.
Premiérement, le milieu apoptotique est probablement plus riche en molécules actives compte tenu du
fait qu’il est généré pendant 48h. La condition avec les cellules apoptotiques en transwell a été faite
pendant 16h avec les cellules dans un milieu frais. Deuxiemement, les cellules utilisées dans les deux
conditions sont les mémes, mais a deux moments différents. Le milieu apoptotique a été généré a partir
des cellules apoptotiques non adhérentes pendant 48 heures et aprés ce temps, ces cellules ont été lavées
et mises dans le transwell. Il est possible de considérer la condition milieu apoptotique comme |’exsudat
de cellules apoptotiques primaires et le conditionnement avec transwell comme I'exsudat de cellules en
apoptose avancée/nécrose. Dans cet ordre d’idée, il est reconnu que les cellules apoptotiques et non celles
en nécrose activent la voie HIF-1a responsable de la production d’EPO chez les M® (Luo et al., 2016). Etant
donné que les MO sont éliminés par adhérence, il est possible qu’une proportion des cellules laissées a
elles-mémes deviennent nécrotiques (Elliott et Ravichandran, 2010) et reldchent des molécules qui
inhibent les M®. Finalement, comme mentionné plus haut, le milieu apoptotique est une soupe
hétérogene complexe. Les vésicules qui sont relachées par les cellules apoptotiques peuvent étre classées
en trois catégories. Premierement, les corps apoptotiques allant de 0.05 um a 5um, deuxiemement les
microvésicules allant de 0.1um a 1um et finalement, les exosomes allant de 30nm a 150nm (Kakarla et al.,
2020). Le milieu apoptotique a été filtré a I'aide d’un filtre de 0,2um et le systeme de transwell utilisé
comporte des pores de 0.4um. Dans ces conditions, les corps apoptotiques ainsi qu’une partie des
microvésicules sont éliminés. Or, il y a une différence de 0.2um entre les pores des deux systemes de sorte

gue certaines microvésicules excluent du milieu apoptotique peuvent passer les pores du transwell.

Le conditionnement avec les cellules apoptotiques directement, contre toute attente, n’a pas abouti a
rendre les M® plus tolérants. Il est possible que des voies de signalisations enclenchées par le contact
direct inhibent I'adoption de ce profil au profit d’'un autre. La nécessité de phagocyter les cellules
apoptotiques pour induire la tolérance chez les M® reste a étre mieux caractérisée. Une étude montre
que le contact seul avec les cellules apoptotiques est suffisant pour induire la production d’IL-10 via le
récepteur CD36 et I’activation de la voie MAPK (Chung et al., 2007). De plus, I'inhibition de la phagocytose
par la cytochalasine, un inhibiteur de polymérisation d’actine, n’a pas d’effet sur le conditionnement avec
les cellules apoptotiques (Weigert et al., 2006). Cependant, la phagocytose était nécessaire pour induire
le profil tolérant rapporté par Eken et al. (2013). Dans leur étude, I'incubation avec I’'annexine V, un ligand
de la PS, a inhibé I'adoption du profil tolérant chez les M. Il est a noté que dans leur étude, ils se sont

concentrés sur le conditionnement avec des exosomes uniquement, de sorte que cet effet pourrait étre
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spécifique a ce type de vésicule. Comme mentionné plus haut, la présence de cellules nécrotiques peut
empécher I'adoption du profil tolérant par les M®. En ce sens, il serait pertinent d’enrichir les cellules
apoptotiques précoces (ann.v+ 7AAD-) par triage cellulaire pour ce type de conditionnement. En condition
normale, les cellules apoptotiques sont rapidement éliminées par les MO de sorte qu’elles ne
s’accumulent pas in vivo (Elliott et Ravichandran, 2010). Ceci refleterait mieux I'état dans lequel les

érythroblastes se trouvent au sein de I'flot quand ils entrent en apoptose et sont éliminés par les M®c.

L'adoption d’un profil tolérant est essentielle pour le soutien efficace de de I'érythropoiése basale par les
M@, au sein de I'llot érythroblastique. Il est reconnu que les cytokines pro-inflammatoires comme le TNF-
ainhibent I’érythropoiese basale au sein des flots (Chasis et Mohandas, 2008). Le TNF-a peut agir au niveau
des érythroblastes par |'activation des caspases 3, 7 et 9, menant au clivage du facteur de transcription
GATA-1 qui est nécessaire pour la différenciation terminale des érythroblastes (De Maria et al., 1999).
Dans le méme ordre d’idée, il a été rapporté que cette cytokine inhibe le développement des
érythroblastes en ralentissant la phase S du cycle cellulaire (Dai et al., 2003). Cette cytokine peut aussi
indirectement affecter I'intégrité de I'llot en induisant la sécrétion de métalloprotéases par les MQc
(Chasis et Mohandas, 2008), mais cela reste a étre démontré. De plus, des conditions ol les M® de la
moelle osseuse produisent beaucoup de TNF-a, comme le syndrome myélodysplasique, sont caractérisées
par 'anémie (Flores-Figueroa et al., 2002). Finalement, les MQ¢ ne sont pas insensibles aux signaux pro-
inflammatoires de I’environnement. Il est rapporté que I'érythropoiése médullaire de la moelle osseuse
est inhibée chez des souris recevant du LPS par voie intrapéritonéale. Cependant, a I'aide d'un modéle
knockout pour les récepteurs de ces cytokines, les auteurs ont démontré que l'inhibition est TLR4
dépendante et non TNF-a ou IL-1B dépendante (Bisht et al., 2020). Selon eux, les effets inhibiteurs de
I’érythropoiése par les cytokines pro-inflammatoire affectent plus les érythroblastes que les M®c. Somme
toute, ces chercheurs concluent que, face a la présence de pathogénes, les M®c restent plastiques et

peuvent prioriser la défense de I'individu au profit de I'érythropoiése.

Considérant que la niche érythroblastique est un environnement caractérisé par un haut taux d’apoptose
(Liu et al., 2006) qui s"accompagne de production d’EPO par le MO®c (Perron-Deshaies et al., 2020), il aurait
été intéressant de tester le conditionnement avec milieu apoptotique et EPO afin de mieux répliquer cet
environnement. Somme toute, les résultats indiquent que le conditionnement avec exsudat de cellules

apoptotiques est meilleur pour induire un profil tolérant, mais le role de I'EPO reste a préciser.
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Le deuxieme aspect qui ressort de I'analyse des transcrits des M®c est I'expression de molécules
d’adhésions, essentielles pour la formation des filots, ainsi que le récepteur de transferrine CD71
responsable de 'endocytose du fer lié a la transferrine et le facteur de croissance IGF-1 qui agit avec I'EPO
et est impliqué dans le développement des érythroblastes (Li et al., 2019). Ainsi, les intégrines CD106 et
CD169 ont été évalués par cytométrie en flux a la suite du conditionnement des MO avec les cellules
apoptotiques (Figure 3.5). Dans les deux cas, le conditionnement n’a pas affecté I'expression de ces
molécules. Cependant, certaines informations dans la littérature indiquent que des voies de signalisation
JAK/STAT dépendante sont impliquées dans I'expression de ces intégrines. Dans le cas de CD169, les M®
activés avec interféron de type 1 surexpriment cette intégrine (Bourgoin et al., 2020). Cependant, ce
récepteur est associé aux trois kinases de type JAK de sorte que I'implication spécifique de JAK2 reste a
définir. En ce qui concerne CD106, certaines évidences I'assignent une action de JAK2 spécifiquement. Des
expériences montrent que la voie JAK2/STAT6 IL-4 dépendante meéne a I'expression de CD106 (Schnyder
et al., 2002). Le facteur de transcription PPARy est nécessaire pour I'expression de cette intégrine (Szanto
et al., 2010). Cependant, dans cette étude, la voie de signalisations menant a I’expression de PPARYy est IL-
4 dépendante et passe par la voie JAK3/STAT6. De facon intéressante, les auteurs montrent que PPARy est
aussi exprimé chez les MO traités avec GM-CSF. Or, le récepteur de ce facteur est associé uniquement a
JAK2 (Vainchenker et al., 2018). L'implication de cette voie de signalisation sera discutée plus en détail
dans la section concernant le modéle de PV. En rétrospective, il aurait été intéressant de refaire
I’expérience avec les conditions comme le milieu apoptotique qui ont démontré un effet plus important
sur I'adoption d’un profil tolérant que les cellules apoptotiques. De plus, le groupe de Wu a montré que

PPARYy était surexprimé a la suite du conditionnement avec le milieu apoptotique (Luo et al., 2016).

De fagon intéressante, I'expression du récepteur de transferrine CD71 était significativement plus élevée
chez les BMDM conditionnés. Une fonction potentielle attribuée aux M®c est la distribution du fer aux
érythroblastes en maturation au sein de I'llot. Cette distribution du fer nécessite I'incorporation du fer via
CD71 (Leimberg et al., 2008). Les connaissances sur I'expression de CD71 découlent principalement
d’études chez les érythroblastes et sont intimement liées a la voie de signalisation d’EPOR. L’activation
d’EPOR chez ces cellules mene a la surexpression de CD71 via la voie de signalisation JAK2/STATS (Porpiglia
etal., 2012). De plus, une lignée cellulaire générée a partir d’érythroblastes cancéreux portant la mutation

JAK2VF surexprime CD71 (Zhao et al., 2014).
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les SPDM ne se sont pas comportés de la méme facon que les BMDM concernant le conditionnement avec
les cellules apoptotiques. Les précurseurs présents dans la rate ont une origine embryonnaire et sont donc
distincts de ceux de la moelle en condition basale (Golub et Cumano, 2013). Cependant, tels les BMDMs,
les SPDMs sont capables d’étre polarisés vers un profil tolérant M2 lorsque conditionnés avec de I'lL-4 ou
pro-inflammatoire M1 avec du LPS (Mulder et al., 2014). Il est possible que les M® dérivées des
précurseurs de la rate different de ceux générées dans la moelle concernant I'expression des marqueurs
de M®c a la suite du conditionnement avec les cellules apoptotiques. Cependant, il aurait été intéressant
de les mettre en contact avec des érythrocytes sénescents puisque c’est le type de cellules que ces MO

seraient le plus enclin a cotoyer dans la rate.

Le dernier marqueur de M®¢ évalué était I'lGF-1 (Figure 3.6). Ce facteur de croissance est surexprimé de
facon significative chez les BMDMs conditionnés avec milieu apoptotique et les cellules apoptotiques
directement, mais pas avec transwell ou par I'EPO. Ceci laisse croire que des éléments sécrétés par les
cellules apoptotiques sont responsables de cet effet. Cependant, I’effet induit par le conditionnement avec
EPO n’était pas nul, démontrant une tendance (p=0.0904). En ce sens, JAK2 est reconnu comme un acteur
dans la production d’IGF-1. Les souris JAK2 KO ont une quantité d’IGF-1 moins élevé en circulation

(Sivasubramaniyam et al., 2017).

Somme toute, I'activation de la voie EPO/EPOR/JAK2 chez les BMDM semble promouvoir I'adoption d’un
profil tolérant et I’expression de certains marqueurs clés chez les MQc tels 'EPOR et I'IGF-1. Cependant,
la nature du conditionnement avec les cellules apoptotiques rend difficile I'attribution unique de ces effets
a cette voie de signalisation. Afin de mieux cerner I'effet de I’laxe EPO/EPOR/JAK2 sur I'adoption du profil
de M®¢, un modeéle de PV avec la mutation Jak2 V617F reconnue pour avoir une activation constitutive
d’EPOR a été utilisé (Mullally et al., 2010). Ce modéle se caractérise par splénomégalie accompagnée d'une
érythropoiése exacerbée dans la rate (figure 3.7 - 3.9). Compte tenu du réle primordial des MO dans la
formation d’llots, et que ces cellules expriment I’'EPOR, notre troisieme hypothese était que la mutation
Jak2VF va rendre les M@ de ce modéle plus apte a soutenir I’érythropoiese en adoptant un profil tolérant
et en surexprimant les marqueurs de M®¢ nécessaire pour la formation des ilots et le développement des
érythroblastes. Pour ce faire nous avons évalué les populations de M® et leurs précurseurs dans la moelle

osseuse et la rate.
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Dans la rate, nous observons une hausse importante des MO et particulierement des M® (figure 3.10).
La fonction principale de ces MO est I’élimination des érythrocytes sénescents afin de recycler le fer. De
plus. lls sont reconnus pour étre capables de soutenir une érythropoiese basale secondaire a la moelle
osseuse et de soutenir I'érythropoiese de stress en formant des flots dans la rate (Chasis et Mohandas,
2008) chez la souris. Cette hausse de M®p s’observe aussi dans les cas d’anémie ou des monocytes en
circulation sont retenus dans la rate et adoptent un profil de M®. Ce profil s’obtient par des voie heme
dépendante qui amene I'expression du facteur de transcription SpiC. Avec le temps, la majorité des M®p
sont CD106 positif et forment des flots (Liao et al., 2018). Cependant, cette voie de signalisation heme
dépendante ne permet pas d’expliquer la hausse de CD106 et la formation d’ilots puisque ce marqueur
est trés peu exprimé chez les M®r en condition basale selon ces chercheurs. Cette observation va dans le
sens de nos résultats ou les M®p des souris +/+ expriment trés peu CD106 tandis que ceux Jak2/+
I’expriment autant que les MOQ¢ dans la moelle osseuse (figure 3.15). De plus, ils forment des ilots entourés
d’érythroblastes quand la fraction de M®» est triée (figure 3.14). L’élément commun de notre modeéle et
celui d’anémie est une hausse de la signalisation EPOR, soit par la mutation Jak2VF ou par une hausse
d’EPO sérique respectivement. Ces résultats indiquent que la voie EPO/EPOR/JAK2 joue potentiellement
un réle afin de permettre aux M@, d’exprimer CD106 et former des ilots érythroblastiques. Cette capacité
de former des flots est essentielle pour soutenir I'érythropoiése de stress, car I'élimination des MO par
des liposomes de clodronate dans le modele de PV rétablit I'hématocrite et renverse la splénomégalie
chez ces souris (Chow et al., 2013 ; Ramos et al., 2013). De facon intéressante, le triage cellulaire de la
fraction des M®¢ révéle la présence de neutrophiles associés au M. Il est rapporté dans la littérature que
les granulocytes expriment I'intégrine B1 qui est un ligand de CD106 dans le modele murin de PV
(Edelmann et al., 2018). Ceci pourrait impliquer les M® de ces souris dans le développement des
granulocytes et concorderait avec la hausse de cellules Gr-14, un marqueur de neutrophiles, rapportée

dans la rate des souris Jak2/+ (Bumm et al., 2006 ; Xing et al., 2008).

Puisque la rate contient une plus grande proportion de M®, nous nous sommes intéressés aux précurseurs
myéloides dans la rate et la moelle osseuse (Figure 3.11). Une hausse des MEP a été constatée dans les
deux compartiments, mais une hausse des GMP a été observée uniqguement dans la rate. Cette hausse de
précurseurs est rapportée aussi dans certains modeéles et concorde avec la littérature (Akada et al., 2010).
Quand on s’attarde aux colonies que ces précurseurs forment dans la rate, nous avons observé une plus
grande formation de colonies en général comme attendu. Cependant, nous avons observé surtout un biais

vers la formation de colonies qui forment des monocytes (CFU-M) au profit de ceux qui donnent
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uniquement des granulocytes (CFU-G) (Figure 3.13). La hausse des différentes colonies dans la rate est
rapportée dans les modeles de PV et est résumée dans le tableau 4.1. De facon intéressante, tous les
chercheurs qui ont étudié les progéniteurs dans la rate rapportent une hausse de CFU-GM, mais seulement
le groupe de Wernig et al. (2006) rapportent une hausse des CFU-M. L'observation que la rate des souris
PV a plus de monocytes a des implications importantes sur I’'hématocrite élevé étant donné que les M®p
prennent en charge I'érythropoiése dans cet organe et que |'élimination systémique des M® atténue les
symptomes (Chow et al., 2013 ; Ramos et al., 2013). Il est rapporté que cette population de M® nécessite
I'activation du facteur de transcription SpiC de fagcon héme dépendante (Kohyama et al., 2009). Or,
I’érythropoiése exacerbée qui caractérise ce modele offre un environnement riche en érythrocytes et en
héme qui pourrait engager les monocytes sur place. Ainsi, non seulement la rate deviendrait un organe
qui favorise le développement in situ de monocytes, mais pourrait favoriser leur développement en MO®p.
Ceci expliquerait la hausse de M®p que nous avons observé dans la rate (Figure 3.10). Cependant, plus
d’études sont nécessaires afin de mieux caractériser le réle de la mutation jak2VF ainsi que les récepteurs

comme EPOR et GM-CSFR qu’elle rend actifs constitutivement dans cette dynamique.

Etant donné que I'activation de I'axe EPO/EPOR/JAK2 induit un profil tolérant chez les BMDM, nous nous
attendions a ce que les M® portant la mutation JAK2"F le soient aussi. Cependant, les BMDM produisent
autant de TNF-a avec ou sans la mutation a la suite d’une polarisation M1 et les SPDM deviennent plus
pro-inflammatoires (Figure 3.14). Il est possible que les effets mesurés dans les expériences précédentes
de polarisation avec BMDM fussent plus attribués au milieu apoptotique que I'EPO comme telle.
Cependant, les BMDM conditionnés avec EPO produisaient plus d’IL-10, donc il aurait été pertinent de
vérifier ce parametre chez les M® Jak2/+. En ce qui concerne les SPDM, il est rapporté qu’ils peuvent aussi
étre polarisés vers la voie M1 ou M2, mais tendent a répondre moins que leur contrepartie générée a
partir de la moelle (Mulder et al., 2014). Cependant, le modeéle de PV a la distinction que d’autres
récepteurs sont actifs de facon constitutive comme le GM-CSFR. Il est reconnu que les M® générés avec
le GM-CSF tendent a étre plus pro-inflammatoires. Cependant, si c’était le cas, les BMDM répondraient de
la méme facon. Une alternative possible est la différence entre les précurseurs de ces deux organes. Si
I’érythropoiése exacerbée due a la mutation jak2'F refléte I'érythropoiése de stress comme le suggére
Ramos et al. (2013), les précurseurs myéloides qui se trouvent dans la rate devraient étre ceux les mémes
que ceux rapportés par Paulson et al. (2011). Ceci concorderait aussi avec le fait que nous n’avons pas
détecté de précurseurs en circulation (Figure 3.12). Lors de I’érythropoiése de stress, les précurseurs de

stress sont générés dans la moelle et vont coloniser la rate (Paulson et al., 2011). Il est possible que cet
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événement se soit produit plus tot dans la vie de nos souris puisque nous avons fait nos expériences avec
des souris juvéniles agées de 6-8 semaines. Il est possible que les précurseurs myéloides dans la rate soient
plus pro-inflammatoires naturellement, mais ceci reste a étre étudié. De plus, le caractére pro-
inflammatoire n’est pas nécessairement un probleme pour I'érythropoiese si les mémes précurseurs sont
présents dans le modele de PV que celui d’érythropoiése de stress. Il est rapporté que ces cellules peuvent
devenir des érythrocytes méme en présence de cytokines pro-inflammatoires tels le TNF-a et I'IL-1f (Liao
et al., 2018). Finalement, la production de cytokines pro-inflammatoires par ces SPDM peut expliquer le
caractére pro-inflammatoire qui est rapporté dans cette maladie (Fisher et al., 2021). Ces SPDM sont
I’équivalent des monocytes qui sont générés in situ dans le modele. Il aurait été intéressant de les
conditionner avec de I’heme pour induire un profil de M®¢ via I'activation du facteur de transcription SpiC
(Kohyama et al., 2009) et voir le caractére pro-inflammatoire de ces cellules.

Il est a noter que le modéle murin utilisé comportait la difficulté que le phénotype attendu n’était pas
obtenu chez toutes les souris avec le bon génotypage. De plus, quand il était présent, les souris affectées
avaient une forte variabilité en ce qui concerne le degré de splénomégalie et d’érythropoiese exacerbée.
Ces effets peuvent étre dus au caractére hétérozygote de la cre chez les souris générées. Les symptomes
de la PV sont transférables par I'injection intraveineuse de cellules de la moelle osseuse de souris JAK2'F
chez des souris sauvages irradiées (Ramos et al., 2013). Cette approche pourrait permettre de pallier les

problémes encourus dans ce volet du projet.
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Tableau 4.1 Type de colonies myéloides en hausse chez les souris Jak2/+

Résumé des types de colonies myéloides générées a partir des cellules de rate rapportée dans la littérature chez les
modeles murins de polycythémie vera.

Types de colonies en hausse Modele Source
dans les rates des souris
Jak2/+
CFU-GM Lentivirus et transplantation (Lacout et al., 2006)
CFU-GM Lentivirus et transplantation (Wernig et al., 2006)
CFU-GEMM
CFU-M
CFU-GM Souris transgénique (Xing et al., 2008)
CFU-GEMM
CFU-GM Modele knock in (Akada et al., 2010)
CFU-GEMM
CFU-GM Modele knock in (Marty et al., 2010)
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CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES

Les MOQ¢ sont des cellules essentielles au développement des érythroblastes, car ils expriment des
molécules d’adhésions nécessaires pour former les ilots et sécrétent du fer et des facteurs de croissance
pour les érythroblastes. Cependant, peu est connu sur les circonstances qui permettent a un MO naif de
devenir un M®c. Des travaux par le groupe de Wu ont montré que les MO produisent de I'EPO en contact
avec les cellules apoptotiques et surexpriment I'EPOR de facon autocrine afin de devenir tolérant (Luo et
al., 2016). Plus récemment, des modeles de souris transgénique ont démontré que les MO (Li et al., 2019)
et les M®p (Zhang et al., 2021) expriment 'EPOR. Etant donné que I'ilot érythroblastique est un lieu de
forte apoptose, ce projet avait pour but d’évaluer I'implication de I’'axe EPO/EPOR/JAK2 dans I'adoption

d’un profil pro-érythropoiétique chez les MO.

Notre premiere hypothése était que les BMDM produisent de 'EPO en contact avec les cellules
apoptotiques et que cette EPO peut agir de facon autocrine pour surexprimer I'EPOR. Nos analyses de
transcrits par RT-qPCR et d’EPO par cytométrie en flux et Western blot ont démontré que les BMDMs
conditionnés exprimaient bien I'EPO et que cette EPO était capable d’engager des cellules souches dans la
voie érythroblastique lorsqu’ils sont en co-culture. Nous avons ensuite vérifié I'expression d’EPOR par RT-
gPCR et Western blot et avons remarqué une hausse de |'expression de ce récepteur suite au
conditionnement avec cellules apoptotiques et EPO. Etant donné que I'expression était faible dans le
western blot, il aurait été intéressant d’évaluer ce parameétre par une autre méthode. Par exemple,
transfecter les BMDM avec un plasmide permettant I'expression d’EPOR fusionné a la GFP sous son
promoteur endogéne aurait permis de confirmer cette hausse d’expression par cytométrie en flux ainsi
gue par microscopie confocale. Somme toute, les BMDMs expriment I'EPO lorsque conditionnés avec des

cellules apoptotiques et cette production d’EPO semble concorder avec une hausse de I'expression d’EPOR.

Notre deuxieme hypothese était que I'activation de cette voie de signalisation allait induire un profil pro-
érythropoiétique chez les BMDM semblable a celui des M®c. Ces M® sont tolérants et expriment les
molécules d’adhésions CD106, CD169, ainsi que le récepteur de transferrine CD71 qui permet de capter le

fer et le facteur de croissance IGF-1 impliqué dans le développement des érythroblastes (Li et al., 2019).

Pour évaluer la tolérance, nous avons dosé la production des cytokines pro-inflammatoires TNF-a, 1L-12

ainsi que l'espece réactive d’oxygene NOS et la cytokine anti-inflammatoire IL-10 chez des BMDM
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conditionnés et polarisés vers le phénotype M1 a l'aide de LPS. Seul le conditionnement avec milieu
apoptotique a permis de diminuer la production de TNF-a et IL-12 tout en augmentant la production d’IL-
10. L’EPO n’a pas eu d’effet sur la production de molécules pro-inflammatoires, mais a augmenté la
production d’IL-10. Cependant, il est impossible de distinguer les effets du milieu apoptotiques de ceux de
I’'EPO dans cette expérience. Par exemple, le milieu apoptotique était meilleur pour induire la tolérance,
mais les BMDM produisent de I'EPO aussi dans ces conditions. En rétrospective, il aurait été pertinent de
bloquer la voie de signalisation d’EPOR par des anticorps neutralisants ou avec un modele de BMDM EPOR

KO afin de controler la potentielle synergie entre I'EPO et les molécules actives dans le milieu apoptotique.

En ce qui concerne les marqueurs de M®c, nous avons conditionné les BMDM avec des cellules
apoptotiques directement et évalué par cytométrie en flux I'expression de CD106, CD169 et CD71. Seule
I’expression de CD71 augmente chez les BMDM conditionnés. Cependant, il aurait été intéressant de tester
les autres conditions ainsi que I'EPO étant donné que I'expression d’IGF-1 était la plus haute avec le milieu
apoptotique. En conclusion, le conditionnement des BMDM avec les cellules apoptotiques,
particulierement leur exsudat, semble induire un profil s’apparentant aux MQc en devenant plus tolérant

et en exprimant quelques marqueurs qui caractérisent cette population.

Cette étude s’est limitée a I’évaluation de I'adoption du profil de M®¢, mais il aurait été intéressant de
pousser plus loin dans cette direction. Par exemple, il serait pertinent de vérifier si ces M® forment plus
d’ilots in vitro a la suite du conditionnement. Nous savons que les cellules LSK s’engagent en plus grand
nombre dans la voie érythroblastique dans nos expériences de co-culture, mais nous n’avons pas observé
s’il y avait formation d’ilots. De plus, cette expérience pourrait se faire avec des Pro-E enrichies par triage
cellulaire ou des BFU-E générées par culture sur méthylcellulose, car c’est a ces stages de développement
gu’ils s’associent a un MQ@c. S'ils forment des flots plus grands, cette observation concorderait avec celles
de Li et al. (2019) qui rapportait que les MO de la moelle qui surexpriment 'EPOR forment de plus grands
flots. Dans le méme ordre d’idée, ce concept pourrait étre expérimenté in vivo par I'injection intraveineuse
de MO conditionnés. S’ils sont plus aptes a former des ilots, ils devraient former plus d’ilots et étre
accompagnés d’un plus grand nombre d’érythroblastes dans la moelle et la rate apres I'isolation des ilots
érythroblastique. L’utilisation de M® exprimant une protéine fluorescente permettrait de discriminer

entre les Tlots formés par les M®¢ de la souris receveuse et ceux conditionnés in vitro.
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Notre troisitme hypothése était que les MQ Jak2/+ seraient plus aptes a soutenir I'érythropoiése
exacerbée qui caractérise la PV a cause de I’activation constitutive d’EPOR. Autant les M®¢ que les M®»
surexpriment CD106, une intégrine essentielle pour la formation des ilots, chez les souris mutantes. De
plus, le triage cellulaire de la fraction M®p révele qu’ils sont associés a des érythroblastes comme dans un
flot érythroblastique. Ceci concorde avec les expériences de Ramos et al. (2013) et Chow et al. (2013) qui
a montré I'importance des M® dans I'érythropoiese exacerbée de ce modele, car leur élimination rétablit
I’hématocrite et atténue la splénomégalie. Cependant, I'expression d’EPOR chez les M®5 était inconnue a
cette époque. Nos travaux montrent un lien potentiel entre I’axe EPOR/EPO/JAK?2 et la capacité de former
des flots par les M®e. En situation d’anémie, les M®p prennent en charge I'érythropoiése de stress en
surexprimant CD106 qui sont exprimées minimalement en condition basale chez ces MO (Liao et al., 2018).
Or I'activation d’EPOR est un facteur commun entre le modéle de PV et d’anémie, due a la mutation Jak2VF

et la hausse d’EPO sérique respectivement.

Ce volet s’est concentré sur le role des MO dans I'érythropoiése exacerbée dans la PV. Cependant, la
majorité des cas de PV atteignent un stage myéloprolifératif qui est 1étal (Le et al., 2019). Une autre avenue
intéressante serait la contribution des M® a ce phénomeéne, car certaines pistes indiquent qu’ils
pourraient jouer un rdle dans cet aspect de la maladie. Par exemple, 'axe EPOR/EPO/JAK2 est reconnu
pour favoriser la survie et la prolifération chez les érythroblastes et les M®. Notre laboratoire a rapporté
que les souris déplétées en MO avec des liposomes de clodronate conservent des M® dans la rate et la
moelle quand elles regoivent de I'EPO subséquemment (Perron-Deshaies et al., 2020). De plus, I'injection

d’EPO chez ces souris augmente le taux de MO dans ces organes.
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