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RESUME

L’infection par Plasmodium, 1’agent étiologique de la malaria, génére une
anémie et une inflammation importante chez I'héte, lesquels déclenchent une
hématopoiese de stress. Derniérement, il a été montré que ’anémie causée par la
phlébotomie (saignement) et D’inflammation induite par [Pinjection de
lipopolysaccharides chez la souris induisent une mobilisation des cellules souches
hématopoiétiques (HSC) de la moelle osseuse (MO) vers la périphérie, dépendante de
I’activité de résorption osseuse des ostéoclastes. Dans le but d’étudier I’importance de
cette activité dans le contexte d’une hématopoiése de stress en réponse a une anémie
hémolytique et un état d’inflammation systémique, nous avons évalué I’implication
des ostéoclastes dans la mobilisation des HSC et I’érythropoiese de stress causée par
la malaria. Pour cela, des souris BALB/c ont été traitées 5 jours avec de la calcitonine
(une hormone inhibitrice de I’activité des ostéoclastes) et au 3°™ jour de traitement,
les souris ont été¢ infectées avec P. chabaudi adami DK. Ce parasite provoque une
inflammation systémique et une anémie hémolytique aiglie, qui déclenchent la
production des érythrocytes dans la rate (érythropoicse de stress) et générent une
splénomégalie importante. Nous avons suivi la parasitémie, la concentration en
hémoglobine sanguine et la réticulocytose quotidiennement. Des souris
phlébotomisées ont servi comme contrdles représentatifs d’une anémie en absence
d’inflammation. Un jour aprés le pic de parasitémie, différents paramétres
hématopoiétiques ont été évalués dans la MO et la rate. Notre analyse a révélé un
nombre réduit de HSC et de précurseurs érythroides dans la rate, et une rétention des
précurseurs érythroides dans la MO des souris traitées avec de la calcitonine, ce qui
confirme une inhibition de la mobilisation. Cependant, la production de réticulocytes
est restée comparable chez les souris traitées avec la calcitonine et les souris témoins
infectées, ainsi que chez des souris phlébotomisées. De fagon remarquable, la
parasitémie et I’anémie causées par I’infection ont été plus importantes chez des
souris traitées avec de la calcitonine, qui ont développé aussi une réticulocytose plus
prolongée. Cette hausse dans I’infection pourrait étre conséquente a une production
déficiente des macrophages dans la MO, étant donné que I’administration de
calcitonine a réduit drastiquement leur nombre dans la MO et la rate des souris
infectées. De fagon intéressante, aucun effet majeur n’a été constaté sur les
populations des macrophages des souris naives et phlébotomisées, prétraitées avec de
la calcitonine. Notre analyse in vitro a révélé une inhibition de 1’apparition des
colonies Macrophage - Colony Forming Unit (M-CFU) par la calcitonine, dans un
milieu de culture semi-solide supplémenté de Macrophage - Colony Stimulating
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Factor (M-CSF). Paradoxalement, aucun effet n’a été constaté sur la différenciation
de macrophages a partir de précurseurs hématopoiétiques stimulés seulement avec du
M-CSF. Dans I’ensemble, nos résultats indiquent que 1’érythropoi¢se de stress causée
par la malaria ou la phlébotomie chez la souris ne nécessitent pas la mobilisation des
HSC. Il reste a étre établi si la chute marquée des macrophages dans la MO et la rate
des souris infectées prétraitées avec la calcitonine est reliée & une inhibition de leur
production dans la MO par la calcitonine, ou si la calcitonine affecte aussi la survie
des phagocytes en situation de stress oxydatif d’origine hémolytique.

Mots clés : malaria, anémie, érythropoi¢se de stress, calcitonine, macrophages.




INTRODUCTION

La malaria est une maladie provoquée par des protozoaires du genre
Plasmodium, caractérisée par une inflammation systémique et une anémie
hémolytique aigue (1). Dans notre laboratoire, nous utilisons une espéce de
Plasmodium donnant lieu & une infection non 1étale chez la souris : P. chabaudi
adami DK. L’anémie induite par la réplication de ce parasite au sein des érythrocytes
déclenche une érythropoiése de stress afin de produire de nouveaux érythrocytes pour

compenser ceux détruits par le parasite (2).

L’érythropoi¢se de stress est le processus par lequel les cellules souches
hématopoiétiques (HSC) et les progéniteurs érythroides proliférent intensivement et
se différencient pour générer de nouveaux érythrocytes en réponse a une hypoxie. La
majorité des HSC sont localisées dans la moelle osseuse (MO) au niveau de
I’endosteum, une couche cellulaire composée d’ostéoblastes et de cellules stromales
séparant la MO du tissu osseux (3,4). Ces cellules établissent des contacts étroits avec
les cellules de ’endosteum formant ainsi un microenvironnement spécifique appelé
niche endostéale de HSC (5). De maniére physiologique ou en réponse a différents
stimuli, les HSC quittent ces niches pour entrer dans la circulation sanguine (6,7). Ces
cellules circulantes peuvent, soit se nicher dans des organes hématopoiétiques extra-
médullaires comme la rate et le foie, ou soit regagner la MO par un processus appelé
«homing » (8,9). En condition d’anémie aigiie, comme lors de la malaria, une

importante mobilisation de HSC de 1la MO vers la rate a lieu (10,11).

Derniérement, il a ét€¢ démontré que les ostéoclastes, des cellules normalement

impliquées dans la dégradation de la matrice osseuse, ont un rdle clé dans la



mobilisation des HSC. En réponse a des stimuli de stress hématopoiétique comme
I’inflammation induite par l’injection de lipopolysaccharide (LPS) ou I’anémie
induite par saignement, les ostéoclastes dégradent les composantes qui retiennent les
HSC au sein des niches endostéales, provoquant ainsi la mobilisation des HSC (12).
En effet, la calcitonine, une hormone connue pour inhiber I’activité des ostéoclastes,
réduit I’égression des HSC induite par le LPS. Cependant, le role de la mobilisation
des HSC dépendante des ostéoclastes dans 1’érythropoiese de stress en condition

d’inflammation n’a pas été étudié en détail.

Dans cette étude, nous avons montré que l’inhibition de ’activité des
ostéoclastes par la calcitonine inhibe la mobilisation des HSC de la MO vers la rate et
réduit le nombre de progéniteurs érythroides dans la rate lors de I’infection par P. c.
adami DK. Cependant, la mobilisation des HSC dépendante des ostéoclastes ne
semble pas nécessaire pour la résolution de 1’anémie induite par I’infection ou par la
phlébotomie. Enfin, les souris traitées a la calcitonine présentent une parasitémie
accrue associée 3 une diminution du nombre de macrophages dans la MO et la rate.
Le mécanisme par lequel la calcitonine module le nombre de macrophages lors de la

malaria reste encore a étre déterminé.



CHAPITRE 1 : ETAT DES CONNAISSANCES

1.1 Remodelage osseux

Les principales fonctions de 1’os sont la protection des organes internes et la
MO, I’attachement des muscles et I’hémostasie du calcium et du phosphate. Comme
représenté dans la figure 1.1, deux types de structures osseuses sont retrouvées : 1’0s

cortical qui assure la résistance du squelette et I’os trabéculaire qui contient la MO

(13).
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Epiphyseal - .
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Figure 1.1 Macrostructures osseuses. Le tissu osseux est composé de 1’os
trabéculaire et 1’os cortical. Les os sont irrigués par un important réseau d’artcres et
de veines. Les structures trabéculaires de 1’os servent de niche pour la MO. Figure

tirée de Morrison et al. (14).




L’os se compose d’une matrice ex&acellulaire et de cellules osseuses
(ostéocytés). La matrice osseuse est principalement constituée de fibres de collagéne
de type I et de cristaux d’hydroxyapatite qui lui conférent sa résistance (figure 1.2).
Tout au long de la vie, le tissu osseux subit un renouvélement constant reposant sur la
dégradation de I’os vieux et son remplacement par un nouveau tissu osseux. Ainsi, il
y a une maintenance de la forme, de la taille et de la qualit¢ du squelette. Ce
processus est finement régulé par ’action coordonnée de deux types cellulaires, les

ostéoclastes et les ostéoblastes (15).

Osteoclast

Osteoblasts

Osteoid

Osteocytes

Figure 1.2 Microstructure osseuse. L’0s se compose d’une matrice extracellulaire
formée de collagéne de type I et cristaux d’hydroxyapatites, et de cellules
(ostéocytes). Le remodelage osseux débute par la dégradation de la matrice osseuse
par les ostéoclastes et se poursuit par la synthése de 1’ostéoide par les ostéoblastes.
Les ostéocytes sont des ostéoblastes prisonniers de 1’0s. Figure tirée de Digirolamo et
al. (16).




Les ostéoclastes sont de grosses cellules plurinucléées dérivées des HSC (17—
20). La voie de différenciation des ostéoclastes a partir des précurseurs myéloides est
commune avec celle des macrophages (21,22) et des cellules dendritiques (23). La
génération d’ostéoclastes est majoritairement contrdlée par le Macrophage - Colony
Stimulating Factor (M-CSF) (24) et le Receptor Activator Nuclear factor-kB ligand
(RANKL) (25). La principale fonction physiologique connues des ostéoclastes est la
dégradation de la matrice osseuse et pour cela, les ostéoclastes se fixent sur la matrice
oéseuse et développent une bordure plissée vers 1’os (26,27). Ils vont par la suite
sécréter de I’acide chlorhydrique (28,29), de la phosphatase résistante au tartrate
(TRAP) (30,31) et des enzymes lysosomales comme les métalloprotéases MMP-9 et
MMP-14 (32), la cathepsine K (33-35) et des collagénases (36) qui dégradent la

matrice osseuse dans la lacune de résorption (figure 1.3).

La fonction des ostéoclastes est régulée par de nombreuses cytokines et
hormones et notamment par la calcitonine. Ce peptide est impliqué dans [’inhibition

de leur activité de résorption osseuse (37-39).
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Figure 1.3 La résorption osseuse par les ostéoclastes. La fixation des ostéoclastes
sur ’os déclenche leur polarisation et la sécrétion dans la lacune de résorption de
’acide chlorhydrique, le TRAP et d’enzymes lysosomales provoquant la dégradation
de la matrice osseuse. Les ostéoclastes sont caractérisés par 1’expression du récepteur
a la calcitonine, lequel est impliqué dans 1’inhibition de leur activité de résorption.

Figure tirée de Nakamura ef al. (40).

Les ostéoblastes sont les autres cellules impliquées dans le remodelage
osseux. Ces cellules, d’origine mésenchymateuse, sont responsables de la formation
de la matrice osseuse (41). En effet, ils produisent 1’ostéoide qui est formé de
collagéne de type I et d’autres protéines matricielles. L’ostéoide va par la suite se
minéraliser pour devenir la matrice osseuse (42). Les ostéoblastes, a force de produire
de la matrice osseuse, peuvent se retrouver emprisonnés dans 1’os et deviennent alors
des ostéocytes, qui perdent progressivement leur capacit¢ a produire la matrice
osseuse. Les ostéocytes sont capables de détecter des fractures dans 1’os grice a leurs
mécanosenseurs. Ils communiquent alors 1’information aux autres cellules osseuses

via leurs extensions cytoplasmiques (43).




Les ostéoblastes et d’autres cellules stromales s’organisent en une couche
cellulaire recouvrant 1’os, appelée endosteum. Ainsi, ’endosteum sépare la MO de
I’0os (44). Les ostéoblastes de I’endosteum établissent des contacts étroits avec les
cellules de la MO et notamment avec les HSC, formant ainsi des niches

hématopoiétiques (5).

1.2 Les niches endostéales

Grace a leur capacité d’auto-renouvélement, de différenciation et de
prolifération intensive, les HSC générent toutes les cellules sanguines et immunitaires
tout au long de la vie. La majorité des HSC se retrouvent dans la MO (3,45,46), mais
elles sont également présentes dans la rate et le foie (47,48). Les HSC sont
caractérisées par un profil unique d’expression de marqueurs de surface.
Contrairement & la majorité des cellules de la moelle osseuse, les HSC sont
considérées « lineage » négatives, c’est-a-dire qu’elles ne présentent pas certains
marqueurs de différenciation comme le CD3, le CD19, le GR1, le Terl119, le CD11b
et le CD45R. Le CD3 et le CD19 sont des marqueurs spécifiques, respectivement, des
lymphocytes T (49) et des lymphocytes B (50), I’expression du GR1 est associée aux
cellules de la lignée myéloide (51,52), tandis que le Terl19 est un marqueur
spécifique de la lignée érythroide (53). Le CD11b quand a lui est un marqueur associé
aux macrophages/monocytes, aux cellules dendritiques, ainsi qu’a certaines sous-
population de cellules T (54). Le CD45R est un marqueur plus généralement exprimé

par les lymphocytes B (55), lymphocytes T (56) et les cellules NK (57).
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Figure 1.4 Immunophénotypage des cellules souches hématopoiétiques par
cytofluorométrie en flux. (A) Les cellules de la MO sont représentées en fonction de
I’expression du CD34 et du marquage au cocktail « lineage ». (B) Les cellules
« lineage » négatives sont représentées en fonction de I’expression du c-Kit et de Sca-
1. Les cellules « lineage » négatives et positives pour c-Kit et Sca-1 sont considérées
comme étant des HSC. Plus de 90% des HSC expriment le CD34. Figure tirée
d’Osawa et al. (46).

Comme présenté dans la figure 1.4, les HSC expriment les marqueurs de
surface c-Kit et Stem cell antigen 1 (Sca-1)(46). Le c-Kit est le récepteur du Stem Cell
Factor (SCF) (58). La protéine membranaire Sca-1 est utilisée comme marqueur des
HSC, mais sa fonction reste encore inconnue (59). Ces cellules se divisent en deux
sous-populations principales, les HSC a long-terme, qui sont CD34 négatives et les
HSC a court-terme, CD34 positives (46). En conditions homéostatiques, les HSC a
long-terme se divisent peu et possédent une forte capacité d’auto-renouvelement,
leur permettant de reconstituer toutes les cellules de la lignée sanguine (60—62). Les
HSC a court-terme ont une capacité d’auto-renouvelement plus limitée et s’engagent

plus rapidement dans une voie de différenciation (63-65).




Les HSC établissent des contacts étroits avec les cellules de 1’endosteum
formant ainsi un microenvironnement spécifique appelé niche endostéale de cellules
souches hématopoiétiques (4,5). Les HSC a long-terme sont principalement
retrouvées dans les niches endostéales (66), dont le maintien nécessite les
ostéoblastes et les cellules stromales de la MO (67,68). Ces derniers forment un
microenvironnement spécifique permettant de réguler le pool de HSC dans la MO. En
effet, au sein ces niches, les HSC sont en état de quiescence (69,70), et cet état est
maintenu par la fixation de plusieurs molécules exprimées a la surface des
ostéoblastes comme la N-cadherine, 1’angiopoiétine-1 et la thrombopoiétine et 1’
interaction avec leur récepteur respectif a la surface des HSC principales, soient la N-

cadherine, le Tie-2 et le c-Mpl, respectivement (66,70-74).

1.3 Implication des cellules osseuses dans la mobilisation des cellules souches

hématopoiétiques

En condition homéostatique, une faible proportion de cellules souches et de
progéniteurs hématopoiétiques (HSPC) quittent spontanément la MO pour entrer dans
la circulation sanguine (6,7). Ces cellules circulantes peuvent, soit s’établir dans des
organes hématopoiétiques extra-médullaires comme la rate et le foie, soit regagner la
MO par un processus appelé « homing » (8,9) (figure 1.5). Les HSC circulant se
distinguent des HSC des niches hématopoiétiques par I’expression de CD34 a leur
surface (46,75).

Il a été rapporté que les ostéoblastes contribuent a la rétention des HSPC au
sein des niches endostéales. En effet, Visnjic e al. ont démontré que la déplétion
spécifique des ostéoblastes diminue le nombre de HSPC dans la MO, augmente le

nombre de HSPC en circulation et stimule I’hématopoiése extra-médullaire. De plus,
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I’expression de la N-cadhérine, une molécule d’adhésion cellulaire calcium-
dépendante, a la surface des ostéoblastes et des HSC est cruciale pour le maintien de
ces niches (71). De ce fait, les interactions ostéoblastes/HSC jouent un rdle

primordial dans la formation et le maintien des niches endostéales de HSC.

La voie SDF-1/CXCR4 est également impliquée dans la formation des niches,
et dans la survie et mobilisation des HSC. Le Stromal Cell Derived Factor 1 (SDF-1),
également appelé CXCL12, est une chimiokine de la famille des CXC ayant comme
récepteur CXCR4, lequel est exprimé a la surface des HSC. Les ostéoblastes et les
cellules stromales de I’endosteum expriment fortement le SDF-1 & leur surface,
permettant ainsi la rétention des HSC au niveau des niches endostéales (76—78). En
effet, les HSC migrent selon le gradient de SDF-1, et une augmentation du niveau
plasmatique SDF-1 induit une égression des HSC de la MO (79,80). De plus, la
déplétion spécifique du CXCR4 chez les HSC réduit leur viabilité (81) et stirﬂule leur
mobilisation de 1a MO vers la rate (82).

Les ostéoblastes expriment la forme membranaire du SCF, qui est le ligand du
récepteur c-Kit exprimé a la surface des HSC (58,83). La cascade de signalisation
activée par la fixation du SCF sur c-Kit stimule la survie des HSC (84). De plus,
I’interaction SCF/c-Kit participe également au maintien des niches endostéales de
HSC (85).
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Figure 1.5 Mobilisation, « homing» et ancrage des cellules souches
hématopoiétiques. Les HSC sont majoritairement localisées dans la MO, au niveau
de microenvironnements spécialisés appelés niches de cellules souches
hématopoiétiques. Leur rétention au sein de ces niches dépend des voies SDF-
1/CXCR4, SCF/c-Kit et N-cadherine. L’égression des HSC en dehors de la MO a lieu
de maniére homéostatique, mais est stimulée davantage par le Granulocyte—Colony
Stimulating Factor (G-CSF), le RANKL, I’anémie et I’injection de LPS. Les HSC
sortant de la MO nichent dans des tissus périphériques (rate ou le foie) ou retournent

dans la MO (phénomeéne de homing). Figure tirée de Digirolamo et al. (16).

Dernierement, il a été démontré que les ostéoclastes contribuent a la
mobilisation des HSPC. Des situations de stress hématopoiétique, comme la réaction
inflammatoire stimulée par le LPS ou I’anémie induite par saignement, déclenchent
une mobilisation des HSPC dépendante des ostéoclastes. Plus spécifiquement, la
stimulation de Pactivité des ostéoclastes par le RANKL mobilise les HSPC, tandis
que I’inhibition des ostéoclastes par la calcitonine exerce un effet opposé. Kollet et al.
ont démontré que les ostéoclastes stimulent la mobilisation des HSPC en produisant
la cathepsine K, une enzyme protéolytique qui clive le SDF-1 et le SCF. La

dégradation de ces facteurs de rétention au sein des niches hématopoiétiques
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endostéales induit la mobilisation des HSPC vers la circulation (12) (figure 1.6). De
plus, les ostéoclastes produisent d’autres molécules pouvant intervenir dans la
mobilisation, comme la MMP-9 (86,87), la cathepsine G (34) et I’interleukine 8 (IL-
8) (88,89).

Stem cell
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Figure 1.6 Mobilisation des cellules souches hématopoiétiques dépendante des
ostéoclastes. La stimulation de I’activité des ostéoclastes par le RANKL augmente
leur production d’enzymes protéolytiques MMP-9 et cathepsine K, lesquelles
interrompent les interactions entre les HSC et les ostéoblastes, entrainant la sortie des

HSC de la MO vers la circulation. Figure tirée de Kollet ez al. (12).

1.4 Induction de la mobilisation des cellules souches et progéniteurs

hématopoiétiques
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La mobilisation des HSPC peut étre stimulée par différents signaux de stress
hématopoiétique comme 1’inflammation, ’anémie ou lors d’une atteinte médullaire
(12,90). Cette mobilisation diminue le nombre de HSPC dans la MO et I’augmente

dans le sang et la rate (91).

Les cytokines les mieux connues pour stimuler la mobilisation des HSPC sont
le Granulocyte — Colony Stimulating Factor (G-CSF) (92) et le
Granulocyte/Macrophage — Colony Stimulating Factor (GM-CSF) (93).
L’interleukine 1 (IL-1) (94) et I'IL-8 (88) déclenchent également la mobilisation des
HSPC. Le G-CSF est la principale cytokine stimulant la différenciation des
progéniteurs hématopoiétiques en neutrophiles (95). Comme I’ablation du récepteur
G-CSF chez les HSPC n’affecte pas leur égression , il a été suggéré que le G-CSF
agit de maniére indirecte, via d’autres cellules (96). Lors de la mobilisation
dépendante du G-CSF, I’activité de résorption osseuse des ostéoclastes augmente en
causant une diminution de 1a masse osseuse (97,98). Une importante augmentation de
la production et de 1’activation des neutrophiles est aussi constatée, probablement
expliquée par ’action connue du G-CSF sur la différenciation des progéniteurs
hématopoiétiques en neutrophiles (95). Les neutrophiles activés produisent
différentes enzymes protéolytiques comme 1’élastase de neutrophile, la cathepsine G,
la MMP-9, qui sont aussi capables de cliver des facteurs impliqués dans la rétention
des HSC dans les niches endostéales, comme le SDF-1, le CXCR4, c-Kit et le SCF
(87,99-102).

1.5 La calcitonine

La calcitonine est un peptide de 32 acides aminés, avec un pont disulfide

intramoléculaire et une extrémité carboxy amidée, qui appartient & une famille
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d’hormones avec une grande similitude structurelle (103). La calcitonine est
principalement produite par les cellules parafolliculaires des glandes thyroidiennes en
réponse a une augmentation de la calcémie (104,105). La séquence peptidique de la
calcitonine est trés conservée parmi de nombreuses espéces, incluants 1’Homme, la
souris et le saumon (103). La calcitonine est principalement connue pour son action
hypocalcémiante : elle inhibe ’activité de résorption osseuse des ostéoclastes ainsi
que leur formation (37-39). De plus, la calcitonine augmente 1’excrétion du calcium

par les reins (106).

L’amyline, la calcitonin gene-related peptide (CGRP), 1’adrénomédulline et
I’adrénomédulline 2 partagent des similarités structurelles avec la calcitonine,
permettant de les regrouper au sein d’une méme famille (107-110). Le récepteur de la
calcitonine (CTR) est une protéine & 7 domaines transmembranaires couplée a une
protéine G (111). L’hétérodimérisation du CTR avec I'une des trois protéines
modulatrices Receptor Activity Modifying Protein (RAMP1, 2 ou 3) génere le

récepteur a I’amyline (112).

Le Calcitonine receptor - Like Receptor (CLR) est une autre protéine a 7
domaines transmembranaires couplée a une protéine G, présentant une homologie
avec le CTR. L’association du CLR avec le RAMPI1 forme le récepteur 8 CGRP
(113), alors que 1’hétérodimérisation du CLR avec RAMP2 ou RAMP3 génére le
récepteur aux adrénomédullines. Il existe un certain degré de réactions croisées entre
les différents récepteurs et les ligands au sein de la famille de la calcitonine.
L’amyline semble également avoir la capacité de se fixer sur le CTR (114,115). Les
ostéoclastes et leur précurseurs tardifs expriment fortement le CTR (116), tandis que
les macrophages expriment les récepteurs pour le CGRP, [P’amyline,
I’adrénomédulline et 1’adrénomédulline 2 (114). Les ostéoblastes expriment le

récepteur pour le CGRP et I’adrénomédulline (117).
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Jusqu’en 2013, la calcitonine de saumon était utilisée comme 1'un des
traitements de 1’ostéoporose. Cette maladie, d’origine complexe, est caractérisée par
une diminution de la masse osseuse favorisant le risque de fracture et la calcitonine
est utilisée comme inhibiteur de I’activité de résorption osseuse des ostéoclastes

permettant ainsi un accroissement de la masse osseuse (118,119).

1.6 L’érythropoiése homéostatique

L’érythropoiese est le processus par lequel les HSC proliférent
progressivement, se différencient et générent plusieurs milliards d’érythrocytes
chaque jour, et cela afin de compenser les cellules sénescentes. Les érythrocytes ont
pour fonction de transporter 1’oxygeéne des poumons vers les tissus périphériques. En
cas d’anémie sévere cette production peut augmenter de 20 fois afin d’assurer une

oxygénation correcte des tissus périphériques (45,120,121).

Des études ont démontré que 1’érythropoiése se déroule dans différents
organes dépendamment du stade de développement de 1’organisme. L’érythropoi¢se
prend naissance au stade embryonnaire dans le sac vitellin (122). Au stade feetal, le
foie devient le principal organe producteur de globule rouges (9). Durant la période
postnatale, 1’érythropoi¢se s’effectue majoritairement dans la MO, mais peut aussi
avoir lieu dans la rate. Chez la souris, la rate est responsable de 10% de la production

homeéostatique d’érythrocytes (123).

L’érythropoi¢se est principalement régulée par une hormone, 1’érythropoiétine
(EPO). L’érythropoi¢se se divise en trois stades développementaux, et débute

lorsqu’une HSC pluripotente se différencie en progéniteur multipotent appelé Colony
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Forming Unit Granulocyte Erythrocyte Megacaryocyte Macrophage (CFU-GEMM).

L’engagement dans la voie érythrocytaire du CFU-GEMM génére un Burst Forming
Unit Erythroid (BFU-E), qui se différencie ensuite en Colony Forming Unit
Erythroid (CFU-E). Les BFU-E et les CFU-E sont des précurseurs érythropoiétiques

précoces qui ne sont pas morphologiquement identifiables. Ils sont caractérisés par

leur capacité de prolifération sur milieu semi-solide contenant de I’EPO. Les BFU-E

sont des cellules hautement prolifératives et générent de grosses colonies sur milieu
semi-solide, alors que les CFU-E donnent de petites colonies. De plus, les CFU-E

répondent fortement & I’EPO contrairement aux BFU-E (124-126).

Lors du second stade développemental, les CFU-E continuent leur
différenciation pour donner des précurseurs tardifs morphologiquement
identifiables. Le premier précurseur tardif est le proérythroblaste (ProE), une cellule
de 20 pm présentant un cytoplasme basophile et un noyau ovoide, avec au moins
un nucléole et une chromatine fine. Le ProE se différencie ensuite en érythroblaste
basophile (EryA), qui est 1égérement plus petit et dont le cytoplasme est encore plus
basophile. Le noyau de la cellule EryA ne contient pas de nucléole et sa chromatine
présente un début de condensation. Le stade suivant de maturation est 1’érythroblaste
polychromatophile (EryB) qui posséde une chromatine condensée et ‘un cytoplasme
entre basophile et acidophile. Ce demier se différencie en érythroblaste
orthochromatique (EryC) dont le cytoplasme est nettement acidophile et le noyau
fortement condensé. Lors du demier stade de maturation, le réticulocyte démantele sa
machinerie traductionnelle, expulse des organites et prend une forme de disque

biconcave pour devenir un érythrocyte mature (127).
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Au fur et 2 mesure des divisions cellulaires, les précurseurs érythropoiétiques
tardifs réduisent progressivement leur taille, accumulent de I’hémoglobine qui
participe au changement de colorant du cytoplasme de basophile & acidophile, et
subissent une condensation de la chromatine et une énucléation (120,121). Les
modifications morphologiques et les étapes de différenciation érythrocytaire sont

schématisées dans les figures 1.7 et 1.8.
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" .

¥

X125

= -

Proerythroblaste Erythroblaste Erythroblaste Erythroblaste
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Figure 1.7 Morphologie des différentes cellules érythropoiétiques. (A) Des
colonies différentes (CFU-GEMM, BFU-E et CFU-E) sont formées a partir des

wolw

progéniteurs érythropoiétiques apres 14 jours de culture en milieu semi-solide. Les
stades morphologiquement identifiables sont colorés en May-Griinwald Giemsa.

Figure tirée de Chambellan ef al. (128).
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Figure 1.8 La lignée érythrocytaire. Les différents stades de la différenciation de la
lignée érythrocytaire sont représentés en fonction de leur réponse a I’EPO, de

I’expression de c-Kit, du CD71 et du Ter119. Figure tirée de Dzierzak et al. (129).

Comme présentés dans la figure 1.8, plusieurs marqueurs de surface sont
exprimés lors de la différenciation érythrocytaire, notamment le récepteur de la
transferrine (CD71) et la Glycophorine A (GPA). CD71 est impliqué dans la
captation du complexe fer-transferrine par les précurseurs érythropoiétiques (130). La
GPA est une protéine de surface sialylée spécifique des stades tardifs de la lignée
érythropoiétique. L’utilisation de I’anticorps Terl19 permet de marquer
spécifiquement les populations érythrocytaires car il reconnait une molécule associée
a la GPA (53). En se basant sur la cinétique d’expression de ces deux marqueurs, Liu
et al. ont développé une technique cytofluorométrique permettant de trier les
différentes populations d’érythroblastes au sein des tissus hématopoiétiques. Donc, en
combinant I’évaluation de la taille relative avec un double marquage anti-CD71 et
Terl19, il est possible d’identifier et/ou isoler les ProE, les EryA, les EryB et les
EryC (figure 1.9) (131).
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Figure 1.9 Identification par cytofluorométrie des différents stades de
développement des érythroblastes. (A) Profil de cytométrie de la MO marquée avec
des anticorps anti-CD71 et Ter119. Les cellules Ter119-high se séparent en fonction
de leur taille relative (forward scatter, FSC) et de CD71, permettant ainsi la
discrimination des populations EryA, EryB et EryC. Les EyA, les EryB et les EryC
sont respectivement caractérisées par un profil Terl19™€"/CD71Met/FSChe",
Ter119"€/CD71"8/FSC et Terl19™#/CD71°"/FSC*". (B) Préparations de
cytocentrifugation des sous-populations de ProE, EryA, EryB et Ery C colorées avec
du diaminobenzidine et contre-colorées avec du Giemsa. La barre représente 5 pm.

Figure tirée de Liu et al. (131).
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1.7 L’érythropoiétine

L’érythropoiétine (EPO) est une glycoprotéine de 34 kDa produite
majoritairement par les fibroblastes interstitiels péritubulaires du cortex rénal
(132,133). La production de I’EPO est contrélée par le niveau d’oxygénation
tissulaire. En cas d’hypoxie, la production d’EPO est augmentée, ce qui augmente la

production d’érythrocytes afin d’améliorer 1’oxygénation (134,135).

L’EPO est indispensable pour la survie, la prolifération et la différenciation des
précurseurs €érythroides (136,137). Les précurseurs €rythroides expriment le récepteur
a I’EPO (EPOR) et cette expression est maximale chez les CFU-E et les ProE, pour
ensuite décroitre au cours de la différenciation (129). La fixation de I’EPO sur son
récepteur active la voie JAK2/STATS, impliquée dans I’expression de la protéine
anti-apoptotique bcl-xL (138,139). L’EPO active également la voie PI3K/AKT qui a
son tour active le facteur de transcription GATA-1 (140-144). GATA-1 est impliqué
dans I’expression de bcl-xL (144) ainsi que dans la différenciation érythrocytaire
(145,146). L’activation de la voie PI3K/AKT induit aussi la phosphorylation et la
rétention cytoplasmique du facteur de transcription FoxO3. La famille des facteurs de
transcription Forkhead de classe O compte quatre membres FoxO1, FoxO3, FoxO4 et
FoxO6 impliqués dans de nombreuses fonctions comme le développement des
cellules souches, 1’apoptose, I’activation du systéme immunitaire, le controle de la

fertilité et la modulation du métabolisme (147—-149).

En absence de phosphorylation, FoxO3 est transféré dans le noyau et induit
I’expression de la protéine antiproliférative BTGI et des protéines pro-apoptotiques
BIM et TRAIL. Donc I’inhibition de FoxO3 par I’EPO semble cruciale pour la
prolifération des érythroblastes (150-152). Cependant, 1’activation de FoxO3 semble
nécessaire pour la régulation de la maturation, du cycle cellulaire et de la durée de vie

des cellules érythroides. En effet, I’absence de FoxO3 induit un blocage du cycle
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cellulaire chez les érythroblastes tardifs. De plus, FoxO3 est impliqué dans la défense
contre le stress oxydant, car il induit ’expression d’enzymes anti-oxydantes telles que
la catalase, la superoxyde dismutase 2 (SOD2) et la glutathion peroxydase. Des
érythroblastes déficients en FoxO3 présentent un niveau élevé d’espéces réactives de
I’oxygeéne (ROS), ce qui se traduit par une diminution de 1’espérance de vie des
érythrocytes. Le traitement des érythroblastes déficients en FoxO3 avec un
antioxydant comme le N-acétyl-cystéine améliore la maturation et la durée de vie des
érythrocytes. Cette information nous indique que la résistance au stress oxydatif est
primordiale pour la maturation érythrocytaire (143). De plus, les souris qui
surexpriment I’EPO produisent plus d’érythrocytes, mais ils entrent en sénescence
précocement (153). Cela suggere que la surexpression de ’EPO pourrait retarder
Paction de FoxO3, et les érythrocytes produits seraient moins bien équipés en
systtme antioxydant ce qui réduirait leur espérance de vie. Cette hypothése est
soutenue par des recherches récentes qui montrent une espérance de vie
significativement réduite chez les érythrocytes des souris déficientes pour I’AMPK1,
une kinase impliquée dans I’homéostasie énergétique. Ces érythrocytes présentent un
stress oxydatif accru consécutif & une diminution de I’expression de FoxO3 et

d’enzymes anti-oxydantes chez les érythroblastes (154).

Au cours de la différenciation érythrocytaire il y a I’activation successive des
facteurs de transcription GATA-1 et FoxO3, impliqués dans la maturation des
érythroblastes & des stades différents. Chez les érythroblastes précoces (CFU-E a
EryA), PEPO active GATA-1 et inhibe FoxO3, permettant la prolifération et la
différenciation. Néanmoins, chez les stades tardifs EryB et EryC, FoxO3 n’est plus
inhibé par I’EPO puisque I’EPOR n’est plus exprimé. FoxO3 induit ainsi 1’expression
d’enzymes anti-oxydantes qui renforcent la résistance aux ROS et la survie des
érythroblastes. En effet, les érythroblastes synthétisent et accumulent une importante
quantité d’hémoglobine au cours de leur maturation. Cependant, le fer contenu dans

I’hémoglobine génére des ROS par la réaction de Fenton (155). L’expression de ces
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enzymes anti-oxydantes est donc cruciale pour la survie des érythroblastes tardifs.

1.8 L’érythropoiése de stress

En condition physiologique, 1’érythropoi¢se a lieu a un taux constant
principalement dans la MO (123). L’hypoxie tissulaire causée par une anémie
déclenche une érythropoi¢se de stress, laquelle permet la production rapide d’un
grand nombre d’érythrocytes afin  d’accroitre 1’oxygénation tissulaire
(45,120,121,156). Ce phénomene est dii a une augmentation de la production d’EPO
par les reins en réponse a I’hypoxie tissulaire induite paf I’anémie (135).
L’augmentation de la concentration plasmatique d’EPO stimule alors la prolifération
et la différenciation des progéniteurs érythroides de la MO (157,158). Selon ce point
de vue, ’EPO apparait comme le déclencheur de 1’érythropoi¢se de stress, et les
progéniteurs érythroides de la MO impliqués dans 1’érythropoiése de stress semblent
étre les mémes que ceux régulant I’érythropoiése physiologique (131,159).

Cependant, 1’érythropoi¢se de stress semble plus complexe. En effet, en
condition d’anémie aigue, une importante mobilisation de HSPC de la MO vers la
rate a lieu, et la rate devient alors le principal site érythropoiétique (10,11). Des
différences ont été constatées entre les précurseurs érythroides provenant de la MO et
ceux déja présents dans la rate. En condition d’anémie, les BFU-E de stress présents
dans la rate générent en milieu semi-solide de plus grosses colonies et plus
rapidement que les BFU-E de la MO. De plus, les BFU-E de la MO nécessitent de
I’interleukine-3 (IL-3), de I’IL-6 et de I’EPO pour proliférer, alors que les BFU-E de
stress ne nécessitent que de EPO (10). Aussi, contrairement aux progéniteurs de la
MO, les progéniteurs érythroides de stress de la rate répondent au facteur de

croissance Bone Morphogenic Protein 4 (BMP4), impliqué dans la prolifération, la
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différenciation et la survie de nombreux types cellulaires (160). Des conditions de
stress hypoxiques augmentent la production de BMP4, qui stimule ensuite la
prolifération des progéniteurs €rythroides spléniques. Derniérement, il a été démontré
que I’activation de la signalisation Hedgehog était nécessaire pour le développement
de ces progéniteurs érythroides de stress (11). Cette voie de signalisation est induite
par une famille de facteurs solubles : Sonic Hedgehog, Indian Hedgehog et Desert
Hedgehog, lesquels sont impliqués dans le développement embryonnaire et la
régulation de nombreux types de cellules tels que la lignée érythroide (161-163). De
plus, d’autres facteurs comme le SCF, I’EPO et I’hypoxie participent également au
développement de la réponse érythropoiétique de stress (10,164,165).

Il a ét€ demniérement reporté que les progéniteurs érythroides spléniques de
stress expriment CD71, du Ter119 et de c-Kit, alors que les progéniteurs érythroides
homéostatiques de 1a MO n’expriment que le CD71 et le Ter119 (164). De plus, des
expériences de transplantation de MO ont montré que des cellules de la MO ayant
migré dans la rate adoptent un phénotype de «stress», ce qui suggere que le
microenvironnement splénique stimule ’induction de ces progéniteurs spécialisés
(11), et ces progéniteurs semblent avoir la capacité d’auto-renouveélement au sein de

la rate (166).

Dans I’ensemble, ces informations aménent a concevoir un nouveau modele
de I’érythropoiése de stress soutenue par une population de progéniteurs érythroides
spécialisés résidant dans la rate, avec des propriétés conférées par le
microenvironnement splénique. L’hypoxie induite par I’anémie stimule la production
d’EPO et de BMP4, qui agissent en synergie avec le SCF afin de promouvoir une
expansion rapide des progéniteurs érythroides de stress présents dans la rate. Durant
la période de recouvrement de I’anémie, les HSPC de la MO migrent dans la rate, et
sous ’action du signal Hedgehog, adoptent un profil de progéniteurs érythroides de

stress afin de reconstituer le pool splénique de ces progéniteurs (figure 1.10).
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Figure 1.10 Modéle de D’érythropoiése de stress. L’anémie aigue stimule la
production d’EPO et de BMP4 qui agissent en synergie avec le SCF afin d’induire
une expansion rapide des progéniteurs érythroides de stress dans la rate. Lors de la
période de recouvrement de 1’anémie, le pool de progéniteurs érythroides de stress
splénique est reconstitué par la migration des HSPC de la MO vers la rate, lesquels

sous ’action du signal Hedgehog adoptent un profil de progéniteurs érythroides de

stress. Figure tirée de Paulson et al. (167).
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1.9 La malaria

La malaria ou paludisme est une maladie parasitaire affectant chaque année
200 millions d’individus, dont 2,5 millions en meurent, la classant ainsi parmi les
maladies infectieuses les plus mortelles. La malaria est causée par un protozoaire du
genre Plasmodium, lequel est transmis a 1’hote par la piqure d’un moustique vecteur
Anophéle. 11 existe une spécificité d’h6te parmi les différentes espéces de
Plasmodium, dont quatre espéces infectant 'Homme : P. malaria, P. ovale, P. vivax
et P. falciparum. La majorité des déces est due & P. falciparum, et P. malaria. P.
ovale cause peu de symptdmes, alors que P. vivax provoque des acces fébriles aigus,

mais ces parasites sont plus rarement mortels (168).

La symptomatologie de I’infection par Plasmodium est caractérisée par de la
fievre, des céphalées, une anémie sévére, une acidose métabolique, un cedéme
pulmonaire, une insuffisance rénale et la malaria cérébrale. Ces symptomes résultent
d’une réponse inflammatoire excessive, de ’hypoxie induite par la destruction des
érythrocytes et une inhibition de 1’activité de la MO, d’une hypoglycémie, d’une
acidose lactique et de 1’adhésion des érythrocytes parasités a 1’épithélium vasculaire

(169,170).

Comme présenté dans la figure 1.11, I’infection par Plasmodium débute par
I’inoculation de sporozoites dans le systéme sanguin de 1’hdte par la piqure d’un
moustique Anophéle femelle infecté. Une fois en circulation, les sporozoites pénétrent
le foie et infectent les hépatocytes. Au sein des hépatocytes, les parasites entrent en
cycle de réplication asexuée formant des schizontes exo-érythrocytaires, et ce cycle
asymptomatique est appelé phase pré-érythrocytaire. Quelques jours plus tard,
I’éclatement des schizontes matures libére des centaines de mérozoites dans la
circulation sanguine, lesquels vont alors infecter les érythrocytes. A I’intérieur des

érythrocytes, les mérozoites se différencient en trophozoides, puis en schizontes, et &
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ce stade, les parasites sont observables en microscopie optique sur des froftis
sanguins, permettant la détermination du niveau de parasitose (parasitémie). Lorsque
les mérozoites atteignent leur maturation a l’intérieur du schizonte, 1’érythrocyte
parasité éclate libérant ainsi une vingtaine de mérozoites, lesquels infectent d’autres
érythrocytes. Cette phase de réplication érythrocytaire est responsable des symptomes
cliniques de I’infection. En réponse a des facteurs encore inconnus, les mérozoites
peuvent se différencier en gamétocytes males et femelles, lesquels peuvent étre
absorbés par un Anophéle se nourrissant. Une fois dans ’intestin du moustique, les
gamétocytes fusionnent pour former un zygocyte qui s’intégre dans la membrane
intestinale et devient un oocyte. Apres plusieurs cycles de réplication asexuée,
I’oocyte libére des sporozoites qui migrent vers les glandes salivaires du moustique.
Durant un repas sanguin, /’Anophéle infecté inocule les sporozoites dans un hote

recréant un nouveau cycle parasitaire (171-176).
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Figure 1.11 Le cycle de vie de Plasmodium. Les sporozoites transmis par le vecteur
anophéle infectent les hépatocytes de I’hdte et génerent des schizontes exo-
érythrocytaires, qui maturent et libérent des centaines de mérozoites dans la
circulation. Ces formes infectent des érythrocytes et y générent des schizontes
érythrocytaires, puis de nouveaux mérozoites qui continuent la propagation intra-
érythrocytaire. Certains mérozoites se différencient en gamétocytes, qui sont absorbés
par un Anophéle se nourrissant du sang infecté. Dans 'intestin du moustique, les
gamétocytes forment un zygocyte, lequel s’intégre dans la membrane intestinale et
devient un oocyte. L’oocyte mature libére des sporozoites qui migrent dans les

glandes salivaires du moustique. Figure tirée de Stevenson et al. (175).

L’utilisation d’espéces de Plasmodium infectant les souris et isolées des
rongeurs sauvages de I’ Afrique a permis de faire des avancées majeures dans 1’étude
de la pathogénése et de la réaction immunitaire lors de la malaria. Les especes

murines couramment étudiées en laboratoire sont P. chabaudi, P. berghei, P. yoelii et
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P.vinckei (177-179). Ces parasites différent entre autre par leur virulence et par la
réponse immunitaire qu’ils induisent. Les sous-espéces et les souches de P. chabaudi
(P. chabaudi chabaudi AS and P. chabaudi adami) non létales sont principalement
utilisées pour I’étude de la réaction immunitaire, de I’immunosuppression et de
I’anémie (1,180). L’étude de la malaria cérébrale chez la souris se fait principalement
avec le parasite P. berghei ANKA (181). Les souches de P. yoelii (P. yoelii 17XL,
P.yoelii 17XNL et P. yoelii YM) sont utilisées pour 1’étude de la réponse immunitaire
et de la pathogénese, mais les études de chimiothérapie sont couramment menées sur
P. vinckei (182). Dépendamment de 1’haplotype de la souris héte, I’infection par P.
berghei, P. yoelii 17 XL, P. v. vinckei ou P. c.adami souche DS peut étre 1étale.

Dans le cadre de ce projet, nous avons étudié I’anémie induite par 1’infection a
P. ¢. adami souche DK. Ce modéle d’infection non 1étal cause une forte anémie, et est
trés bien caractérisé dans notre laboratoire (183). De fagon générale, les souches de
Plasmodium non létales sont utilisées pour étudier le systtme immunitaire et les
souches létales sont plus adaptées a I’analyse de I’efficacité des chimiothérapies anti-

malariques.

1.10 La réponse immunitaire lors de la malaria

Le contrdle de la réplication de Plasmodium au stade érythrocytaire est
primordial pour assurer la survie de I’hdte. La réponse immunitaire innée contrdle la
parasitémie avant qu’une réponse adaptative soit mise en place, permettant
I’élimination compléte des parasites (184—186). La réponse immunitaire contre la
malaria débute par la reconnaissance de motifs parasitaires par les Pattern-
Recognition Receptors (PPR) comme les Toll Like Receptors (TLR) (187) et le CD38

(188) exprimés a la surface ces cellules dendritiques (DC), des macrophages et des
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cellules B, lesquels sont regroupés dans la famille des cellules présentatrices de
I’antigene (CPA). Par la suite, ces CPA s’activent, phagocytent les érythrocytes
parasités et présentent les antigénes du parasite associés aux molécules du Complexe
Majeur d’Histocompatibilit¢ (CMH) de classe II. Les CPA activées vont alors
exprimer plus de molécules du CMH de classe II, de CD80 et de CD86 qui sont des
molécules impliquées dans I’activation des cellules T auxiliaires (189). Par la suite,

les CPA vont activer les cellules T auxiliaires CD4 (190,191) (figure 1.12).

Les cellules T auxiliaires CD4 se divisent en deux sous-populations
antagonistes, les cellules T auxiliaires de type 1 (Thl) et les cellules T auxiliaires de
type 2 (Th2), lesquels se distinguent par les cytokines qu’elles produisent et par la
réponse adaptative qu’elles régulent. Les cellules Thl produisent principalement de
I’interleukine 2 (IL-2) et de l’interféron-y (IFN-y). Les cellules Thl activent les
cellules effectrices comme les macrophages et les cellules NK et induisent la
production de certains sous-types d’IgG par les cellules B. Les cellules Th2
produisent principalement de ’interleukine 4 (IL-4), de I’interleukine 5 (IL-5), de
I’interleukine 6 (IL-6) et I’interleukine 10 (IL-10). Les cellules Th2 régulent la
réponse aux allergénes et les réactions d’hypersensibilité immédiate. L’IL-4 et I’IL-
10 produites par les Th2 inhibent la réponse Thl et I’'IFN-y sécrété par les Thl inhibe
la réponse Th2 (192).

Les CPA activées par les parasites produisent de ’interleukine 12 (IL-12) qui
oriente la polarisation des cellules T auxiliaires vers une réponse de type Thl (193).
L’IL-12 va également stimuler la sécrétion d’IFN-y par les NK (194,195). Les
cellules Thl vont alors sécréter de I'TFN-y qui accentue la polarisation des cellules T
auxiliaires en Thl et stimule I’activité phagocytaire des macrophages (196). Les
cellules Thl produisent également de 1’IL-2, laquelle stimule la sécrétion d’IFN-y par
les NK (197,198). Les Thl vont également stimuler la sécrétion par les cellules B

d’IgG2a et IgG2b dirigés contre le parasite (199,200). Cette réponse adaptative est
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régulée a la baisse par I'interleukine 10 (IL-10) (201) et le Transforming Growth
factor B (TGF-P) (202) (figure 1.12).
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Figure 1.12 Immunité anti-Plasmodium. Suite 3 la reconnaissance de motifs
moléculaires parasitaires par des récepteurs (PPR), ou sous ’action de cytokines pro-
inflammatoires, les cellules dendritiques et les macrophages s’activent et produisent
de D'interleukine-12. Cette cytokine stimule la sécrétion d’IFN-y par les cellules
natural killer (NK) et la différenciation des cellules T helper 1. Ces derniéres
stimulent la production d’anticorps dirigés contre le parasite par les cellules B et
produisent de I'IL-2, qui augmente la production d’IFN-y. L’IFN-y stimule la
maturation des DC et I’activation des macrophages. Des cytokines comme I’IL-10 et

le TGF-P régulent négativement cette réponse. Figure tirée de Stevenson et al. (175).

Comme présenté précédemment, les macrophages en tant qu’APC jouent un
réle primordial dans la réponse immunitaire lors de la malaria, et sont impliqués dans
la réponse immunitaire innée. Lorsque les mérozoites pénétrent dans les érythrocytes,

ils laissent a la surface des cellules certaines protéines parasitaires (203,204),
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lesquelles peuvent étre reconnues par des récepteurs exprimés par les macrophages.
Ces protéines parasitaires vont alors activer le systtme du complément ce qui induit
une accumulation du facteur C3b a la surface des érythrocytes infectés. Ce dernier est
reconnu par les macrophages via leur récepteur au complément CR1 et induit
I’opsonisation (phagocytose facilitée) des érythrocytes parasités (205,206). Le
développement d’anticorps opsonisants (isotype IgG2a et IgG2b) reconnaissant les
antigeénes parasitaires a la surface des érythrocytes infectés permet d’accroitre leur
phagocytose par les macrophages. En effet, grice a leur FcyR, les phagocytes
reconnaissent le fragment constant des anticorps fixés a la surface des érythrocytes
parasités et des mérozoites, et les phagocytent (199,207,208). Enfin, les macrophages
sont capables de reconnaitre certains motifs parasitaires via leurs PRR, ce qui
provoque leur activation et la production de cytokines pro-inflammatoires. Les
macrophages expriment le récepteur éboueur CD36, lequel est impliqué dans la
reconnaissance et la phagocytose des érythrocytes parasités (209). Les
glycophosphatidylinositoles (GPI) du Plasmodium sont reconnus par le CD36 et le
TLR-2 exprimés a la surface des macrophages (210-212). De plus, les
microparticules provenant des érythrocytes parasités activent le TLR-4 exprimé a la
surface des macrophages (213). L’hémozoine, un produit de dégradation de
I’hémoglobine synthétisé par le parasite, peut étre internalisé par les macrophages et
activer le TLR-9 et le Nalp3, et cet effet est relié a la fixation des fragments d’ADN
par ’hémozoine, qui est le ligand du TLR-9 et du Nalp3. L’activation du TLR-9
conduit a la sécrétion des cytokines pro-inflammatoires comme le TNF-a (214) tandis
que I’activation du Nalp-3 provoque la formation de I’inflammasome et la production

de 'IL-1p par les macrophages (215) (figure 1.13).
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Figure 1.13 Implication des macrophages dans le controle de I’infection

par le Plasmodium. les macrophages reconnaissent le C3b et les anticorps

opsonisants & la surface des érythrocytes infectés et a la surface des parasites.

Certains motifs parasitaires peuvent étre reconnus par les PRR (CD36, TLR-2, -4 et -

9), provoquant ainsi I’activation et la production de cytokines pro-inflammatoires par

les macrophages. Figure tirée de Chua et al. (216).




CHAPITRE 2 : HYPOTHESES ET OBJECTIFS

L’infection par P.c. adami DK induit une inflammation systémique et une
anémie hémolytique aigue (1). Le développement d’une érythropoi¢se de stress est
nécessaire pour la résolution de I’anémie (156). Lors d’une anémie hémolytique
aigue, une importante mobilisation de HSC de la MO vers la rate a lieu, et cet organe
devient alors le principal site de 1’érythropoiése de stress (10,11). Derniérement, il a
¢té démontré que I’anémie causée par la phlébotomie et 1’inflammation induite par
I’injection de LPS provoquaient une mobilisation des HSC de la MO vers la
périphérie dépendante de ’activité de résorption osseuse des ostéoclastes (12). En se
basant sur 1’état des connaissances actuelles, nous avons postulé I’hypothése que la
mobilisation des HSC dépendante des ostéoclastes est aussi nécessaire pour le
développement de I’érythropoiese de stress et la résolution de I’anémie induite par P.

¢. adami DK.

Afin d’évaluer cette hypothése, nous avons suivi la réponse érythropoiétique
et la splénomégalie lors de la malaria chez des souris traitées avec la calcitonine, une
hormone connue pour inhiber 1’activité des ostéoclastes (38). Pour distinguer les
effets de Dinhibition des ostéoclastes par la calcitonine sur la résolution de 1’anémie
de ceux induits par ’inflammation lors de 1’infection, des souris phlébotomisées
présentant une anémie non hémolytique sans inflammation ont été utilisées comme

modele comparatif. Les objectifs que nous nous sommes fixés étaient de :

1. Vérifier que D’activité des ostéoclastes est nécessaire pour provoquer la
mobilisation des HSC lors de la malaria et de la phlébotomie. Pour cela, le
nombre de HSC dans la MO et dans la rate a été analysé par cytofluorométrie

au jour 8 post-infection ou au jour 5 post-phlébotomie chez des souris traitées
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ou non a la calcitonine. Selon notre hypothése, nous nous attendions a ce que
les souris traitées a la calcitonine présentent moins de cellules totales et de
HSC dans la rate en réponse a la phlébotomie et & I’infection. Une rétention

des cellules hématopoiétiques dans la MO était également attendue.

Evaluer 1’impact de ’inhibition de la mobilisation des HSC par la calcitonine
sur le développement de 1’érythropoi¢se de stress et la résolution de 1’anémie
lors de la malaria et de la phlébotomie. Pour cela, le nombre de progéniteurs
érythroides dans la MO et dans la rate a été analysé par cytofluorométrie au
jour 8 post-infection ou au jour 5 post-phlébotomie chez des souris traitées ou
non a la calcitonine. Quotidiennement, I’hémoglobine et les réticulocytes ont
été mesurés respectivement par dosage et par cytofluorométrie. Selon notre
hypothése, le traitement a la calcitonine devrait inhiber le développement de
I’érythropoiése de stress dans la rate des souris infectées et phlébotomisées.
De plus, la calcitonine devrait accentuer 1’anémie chez les souris infectées.

Enfin, suite a4 linfection et & la phlébotomie, un pic plus faible de

réticulocytes devrait étre observé chez les souris traitées a la calcitonine.




CHAPITRE 3 : METHODOLOGIE

3.1 Modeéle animal

Des souris BALB/c femelles dgées de 6 a 8 semaines (Charles River, Canada)
ont été utilisées pour I’étude. Afin d’évaluer I’impact de I’inhibition de la
mobilisation des HSC par la calcitonine sur la résolution de 1’anémie induite par
saignement, les souris ont €t€ injectées par voie intra-péritonéale avec 200 pl d’une
solution saline contenant 5 pg/ml de calcitonine de saumon (Biotrend, Suisse)
pendant 5 jours consécutifs. Au 3™ jour de traitement, 300 pl de sang ont été
prélevés de la veine sub-mandibulaire, et le volume de sang perdu a été remplacé par
de la solution physiologique saline par injection intra-péritonéale. Pour déterminer
I’impact de I’inhibition de la mobilisation des HSC par la calcitonine sur la résolution
de I’anémie induite par I’infection a P. c. adami DK, les souris ont été injectées par
voie intra-péritonéale avec 200 pl de solution physiologique saline a 5 pg/ml de
calcitonine de saumon (Biotrend, Suisse) par souris pendant 5 jours consécutifs. Au
3% jour de traitement, les souris ont été infectées avec 10° globules rouges parasités
par P. c¢. adami DK dans 200 pul de solution physiologique saline. Les souris

phlébotomisées et les souris infectées par P. c. adami DK ont été euthanasiées

respectivement au jour du pic de réticulocytose (jour 5 post-phlébotomie) et au jour

" du pic de parasitémie (jour 8 post-infection) par inhalation de CO,.
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3.2 Détermination de la cinétique d’infection

Le suivi de la parasitémie a été effectué quotidiennement a 1’aide de frottis
sanguins colorés au réactif de Giemsa (Sigma, USA). Le pourcentage de globules
rouges parasités a été déterminé sur un total de 200 globules rouges par microscopie

optique au grossissement 1000x.

3.3 Détermination de la réticulocytose

Afin de suivre le taux de réticulocytes sanguins quotidiennement, 1 pl de sang
a été prélevé de I’extrémité de la queue et dilué dans 1 ml de Tampon Phosphate
Saline (PBS) contenant 0,2 pg/ml d’anti-CD71 (clone RI7217) conjugué a
I’isothiocyanate fluorescente (FITC) (Biolegend, USA) et 0,2 pg/ml d’anti-Ly76
(clone Ter119) conjugué a phycoérythrine (PE) (Biolegend, USA). Les cellules ont
été incubées a 1’obscurité pendant 15 minutes a 4 °C, puis centrifugées a 1200 rpm
durant 10 minutes, et le surnageant a été éliminé. Le culot cellulaire a été mis en
suspension dans 1 ml de PBS et les cellules ont été analysées au cytofluorométre de
flux BD Accuri C6 (Becton Dickinson, Canada). Les cellules double-positives pour le

CD7-FITC et le Ly76-PE sont considérées comme des réticulocytes.

3.4 Dosage de ’hémoglobine sanguine

Des mesures de I’hémoglobine ont été effectuées quotidiennement a partir de

2 pl de sang prélevés de I’extrémité de la queue et dilués dans 500 pl de réactif de
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Drabkin (Sigma, USA). Aprés 15 minutes d’incubation, 200 ul de solution ont été
déposés dans une plaque de 96 puits (Costar, USA) afin de mesurer 1’absorbance a
540 nm avec un lecteur de plaques. Une courbe standard d’hémoglobine de rat
(Sigma, USA) a été réalisée selon les instructions du manufacturier du réactif de

Drabkin. Chaque échantillon a été mesuré en duplicata.

3.5 Préparation des cellules de la rate

Les rates prélevées des souris ont été déposées dans un pétri de 30 mm
(Sarstedt, Canada) contenant 5 ml de miliecu RPMI 1640 (Gibco, Canada)
supplémenté de 10 % de Sérum Fcetal Bovin (FBS) (Wisent, Canada), 50 unités/ml
de pénicilline G (Sigma, USA) et 50 pg/ml de streptomycine (Sigma, USA) (ce
milieu sera référé par la suite comme RPMI complet). Chaque rate a été
homogénéisée jusqu’a obtenir une suspension cellulaire, laquelle a été resuspendue
dans 10 ml de RPMI complet. La suspension cellulaire a été centrifugée pendant 10
minutes & 1200 rpm et le surnageant a ¢té décanté. Le culot cellulaire a été
resuspendu dans 1 ml de tampon de lyse de globules rouges (red blood cell lysing
buffer) (Sigma, USA) et incubé pendant 3 minutes, puis lavé avec 9 ml de RPMI
complet pendant 10 minutes 4 1200 rpm. La concentration des splénocytes a été
ajustée 4 1 million de cellules/ml par un compte cellulaire suite & une coloration au

bleu de Trypan (Sigma, USA) pour déterminer le pourcentage de viabilité cellulaire.
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3.6 Préparation des cellules de la moelle osseuse

La MO des fémurs et des tibias a été récupérée en centrifugeant 4 2000 rpm
pendant 5 minutes les os dont les extrémités ont ét€ coupées. Le culot cellulaire a été
resuspendu dans 5 ml de milieu RPMI 1640 (Gibco, Canada) supplémenté de 10 %
de FBS (Wisent, Canada), 50 unités/ml de pénicilline G (Sigma, USA) et 50 pg/ml de
streptomycine (Sigma, USA). La concentration des cellules de la moelle osseuse a été
ajustée 4 1 million de cellules/ml par un compte cellulaire suite & une coloration au

bleu de Trypan (Sigma, USA) pour déterminer le pourcentage de viabilité cellulaire.

3.7 Différenciation des Macrophages in vitro

Les cellules de la MO a 1x10° cellules/ml (1 ml par puits en plaque 24 puits)
ont été cultivées dans du RPMI 1640 (Gibco, Canada) supplémenté de 10 % de FBS
(Wisent, Canada), 50 unités/ml de pénicilline G (Sigma, USA) et 50 pg/ml de
streptomycine (Sigma, USA), de 12,5 ng/ml de M-CSF (eBioscience, USA) et de 0,
35 ou 70 ng/ml de calcitonine de saumon (Biotrend, Suisse). Aprés 6 jours de culture
a 37 °C sous 5 % de CO; et dans une atmosphére saturée en humidité, les cellules ont
¢été récoltées et le nombre de macrophages a été¢ déterminé par cytofluorométrie a

1’aide d’un double marquage CD11b-FITC et F4/80-PE.
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3.8 Cytofluorométrie de flux

Afin de déterminer le nombre de HSC (cellules Lin-/Sca-1+/c-Kit+) dans la
MO et la rate, 1 million de cellules ont été incubées dans 1 ml ;le PBS contenant 1 pl
de cocktail « lineage » conjugué a la biotine (MACS, USA), 0,2 pg/ml d’anti-Sca-1
conjugué au FITC (clone D7) (Biolegend, USA), 0,2 pg/ml d’anti-c-Kit conjugué au
PE (clone 2B8) (Biolegend, USA) et 0,2 pg/ml de streptavidine conjuguée au Peridin
Chlorphyll Protein (PerCP). La détermination du nombre des différents précurseurs
de la lignée érythroides a été effectuée en incubant un million de cellules de la MO et
la rate avec 0,2 pg/ml d’anti-CD71 (clone R17217) conjugué au (FITC) (Biolegend,
USA) et 0,2 pg/ml d’anti-Ly76 (clone Ter119) conjugué au (PE) (Biolegend, USA).
Ce marquage permet de distinguer les proérythroblastes (Terl 19™®¢ CD71™"), les
érythroblastes  basophiles (Ter119™", CD71™", FSC™"), les érythroblastes
polychromatéphiles (Ter119®", CD71°", FSC™®*), les érythroblastes acidophiles et
les réticulocytes (Ter119®", CD71%"° FSC™®) Le nombre de macrophages
(CD11b+/F4/80+) dans la rate et dans la MO ont été évalués en incubant un million
de cellules avec 0,2 pg/ml d’anti-CD11b (clone M1/70) couplé au FITC (Biolegend,
USA) et 0,2 pg/ml d’anti-F4/80 (clone BMS8) couplé au PE (Biolegend, USA). Les
cellules ont été incubées avec les anticorps pendant 15 minutes a 4 °C et a 1’obscurité,
puis centrifugées a 1200 rpm durant 10 minutes et le surnageant a été éliminé. Le
culot cellulaire a été mis en suspension dans 1 ml de PBS, les cellules ont été

analysées au cytofluoromeétre de flux BD Accuri C6 (Becton Dickinson, Canada).
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3.9 Génération de Colony-Forming Unit-Macrophage

Une suspension cellulaire de MO a été préparée a 2,5x10° cellules/ml dans
du RPMI 1640 (Gibco, Canada) supplémenté de 10 % de FBS (Wisent, Canada), 50
unités/ml de pénicilline G (Sigma, USA) et 50 pg/ml de streptomycine (Sigma,
USA). Trois cents microlitres de cette suspension ont été ajoutés & 3 ml de
MethoCult® medium M 3234 supplémenté de 12,5 ng/ml de M-CSF (eBioscience,
USA) et de 0, 35 ou 70 ng/ml de calcitonine de saumon (Biotrend, Suisse). Le
mélange a été homogénéisé et aprés 10 minutes de repos, 1,1 ml ont été ajoutés dans
deux pétris de 35 mm (StemCell Technologies) avec une aiguille de 16g a bout franc
fixée sur une seringue de 3 ml. Les cellules ont été incubées 6 jours a 37 °C sous 5 %
de CO, et dans une atmosphére saturée en humidité puis le nombre CFU-M a été

compté.

3.10 Analyses Statistiques

Les résultats ont été analysés avec un T-test non paramétrique pour comparer
deux groupes ou avec un test one-way ANOVA suivi d’un test de Turkey pour

comparer plus que deux groupes.




CHAPITRE 4 : RESULTATS

4.1 L’inhibition de la mobilisation des cellules souches hématopoiétiques par la
calcitonine n’altére pas la résolution de I’anémie induite par la

phlébotomie

Afin d’¢lucider la possible implication des ostéoclastes dans la mobilisation
de progénitures de la MO vers la périphérie (notamment la rate) lors de I’infection par
P. c. adami, nous avons tout d’abord utilis¢ un modele d’érythropoiése de stress
exempte de réponse inflammatoire. La phlébotomie est une méthode couramment
utilisée pour étudier la réponse érythropoiétique induite par une anémie non
hémolytique (217-220), et Kollet ef al. ont démontré que la phlébotomie induit une

mobilisation des HSC dépendante de 1’activité des ostéoclastes (12).

Dans un premier temps, I’impact de la calcitonine sur la cellularité et le
nombre de HSC a été étudié dans la MO et dans la rate en conditions physiologiques
et lors de l’anémie induite par phlébotomie. Nos résultats indiquent que la
phlébotomie augmente le nombre de cellules seulement dans la MO, et qu’un effet
comparable est mesuré chez des souris traitées avec de la calcitonine (figure 4.1 A, B;
p<0.001). II est intéressant de constater que 1’administration de calcitonine n’a pas

modulé la cellularité de la MO et de la rate en condition physiologique.

Afin d’analyser par cytofluorométrie le pourcentage de HSC (Lin-
Scal+cKit+) dans la MO et la rate, un marquage Sca-1 et c-Kit a été effectué sur les
cellules «Lineage » négatives (figure 4.1 C). Lors de la phlébotomie, une

augmentation du nombre de HSC dans la MO et dans la rate a été constatée (figure
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4.1 D, E; p<0.05 et p<0.001, respectivement). Méme si la hausse du nombre de HSC
dans la MO a été plus importante chez des souris traitées avec de la calcitonine
(figure 4.1 D; p<0.001) cet effet n’a pas été statistiquement significatif par rapport
aux souris seulement phlébotomisées. La calcitonine ne semble pas moduler le

nombre de HSC dans la rate chez les souris phlébotomisées.
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Figure 4.1 Impact de la calcitonine sur la cellularité et le nombre de cellules
souches hématopoiétiques dans la moelle osseuse et la rate des souris rendues
anémiques par phlébotomie. Pendant 5 jours consécutifs, les souris ont été traitées
avec de la calcitonine (Cal et Cal Phleb) ou du PBS (Ctrl et Phleb) et au 3™ jour de

traitement, certaines souris ont été saignées (Phleb et Cal Phleb). Les souris contrles
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et phlébotomisées ont été euthanasiées au jour 5 post-phlébotomie (n=5-10). Les
cellules de la MO (fémur et tibia) et de la rate ont été récupérées et comptées (A et
B). L’analyse de I’expression de c-Kit et du Sca-1 sur la population lineage négative a
permis de déterminer le pourcentage de HSC (Lin-cKit+Scal+) (C) et d’estimer le
nombre total de HSC dans la MO et dans la rate par cytofluorométrie en flux (D et E
respectivement). L’analyse statistique a été¢ effectuée avec un One-Way ANOVA
suivi d’un post-test de Turkey. * P<0.05; **P<0.01 et ***P<0.001 représentent la

différence par rapport aux contréles (Ctrl).

Afin de mesurer I’impact de la calcitonine sur la résolution de 1’anémie
induite par la phlébotomie, le niveau d’hémoglobine sanguin, ainsi que la
réticulocytose ont été suivis quotidiennement. En réponse a une phlébotomie
modérée, le taux d’hémoglobine sanguine a chuté significativement le lendemain du
saignement pour ensuite se rétablir rapidement (figure 4.2 A, p<0,001). L’anémie
causée par la phlébotomie a stimulé une production de réticulocytes a partir du jour 2
post-saignement, et cette réponse est devenue significative les jours 3 et 4 (figure 4.2
B; p<0.01 et p<0.0001, respectivement). Il est important de souligner qu’aucune
différence significative n’a été constatée entre les souris traitées a la calcitonine et les
souris contrdles par rapport aux niveaux d’hémoglobine et a la réticulocytose (figure
42 A, B).

De plus, des résultats préliminaires ont montré que le pic de réticulocytose
était atteint le jour 6 post-pﬁlébotomie (les données aprés le jour 6 ne sont pas
présentées). Par la suite, nous avons donc effectué nos analyses au jour 5 post-
phlébotomie afin d’étre slir que I’érythropoiése de stress était bien engagée lors de

nos expériences.
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Figure 4.2 Effet de la calcitonine sur la concentration d’hémoglobine et
réticulocytose causé par la phlébotomie. Les souris ont été traitées avec la
calcitonine (Cal Phleb) ou du PBS (Phleb) pendant 5 jours consécutifs. Au 3™ jour
de ftraitement (jour O post-phlébotomie), les souris ont été saignées, puis la
concentration en hémoglobine (A) et la réticulocytose (B) ont été mesurées
quotidiennement. Les résultats représentent la moyenne +/- SEM de dix souris par
groupe. L’analyse statistique a été effectuée avec un T-test non paramétrique.

**P<0.01 et ***P<0.001 représentent la différence par rapport aux valeurs du jour 0.

Nous avons également vérifié I’impact de la calcitonine sur les populations de
progéniteurs érythroides en réponse a la phlébotomie (figure 4.3). Pour cela, le
pourcentage de progéniteurs érythroides immatures (Terl19+ CD71+) et de
progéniteurs érythroides matures (Terl19+ CD71-) a été analysé par cytofluorométrie
chez les populations 7-AAD négatives qui sont les cellules viables (figure 4.3 A).

Nos résultats indiquent une hausse significative du nombre de progéniteurs
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érythroides immatures (cellules Ter119+CD71+) dans la MO (figure 4.3 B; p<0.001),
au jour 5 apreés saignement. Cependant, aucun effet majeur n’a été constaté pour les
progéniteurs  érythroides immatures (cellules Ter119+CD71+). De plus,
I’administration de calcitonine n’a pas modulé cette réponse (figure 4.3 B, C). Nos
résultats montrent également que la phlébotomie n’influence pas le nombre de
progéniteurs érythroides immatures et matures dans la rate. La calcitonine ne semble
pas avoir d’effet sur le nombre de progéniteurs érythroides dans la rate en condition

physiologique ou lors de la phlébotomie (figure 4.3 D, E).

Dans I’ensemble, ces résultats indiquent que ’activité des ostéoclastes ne

semble pas étre requise pour 1’augmentation des HSC dans la rate, I’érythropoiése de

stress et la résolution de I’anémie induite par la phlébotomie.
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Figure 4.3 Impact de la calcitonine sur I’érythropoiése de stress induite par la

phlébotomie. L’analyse des populations de progéniteurs érythroides immatures

(Ter119+CD71+) et matures (Terl19+CD71-) a été effectuée par cytofluorométrie

sur la population 7-AAD négative (cellules viables) (A). Pendant 5 jours consécutifs,

les souris ont été traitées avec la calcitonine (Cal et Cal Phleb) ou du PBS (Ctrl et

Phleb), et au 3°™ jour de traitement, certaines souris ont été saignées (Phleb et Cal
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Phleb). Les souris contrdles et phlébotomisées ont été euthanasiées au jours 5 post-
phlébotomie (n=6-10). Les cellules de la MO (fémur et tibia) et de la rate ont été
récupérées pour analyser le nombre de progéniteurs érythroides immatures et matures
dans la MO (B et C) et dans la rate (D et E) par cytofluorométrie. L’analyse
statistique a été effectuée avec un One Way ANOVA suivi d’un post-test de Turkey.

**%P<(.001 représente la différence par rapport aux contréles (Ctrl).

4.2 L’administration de calcitonine exacerbe la parasitémie et I’anémie chez
les souris infectées par P. c¢. adami DK sans altérer la réponse

érythropoiétique.

Kollet et al. ont démontré que I’inflammation induite par I’injection de LPS
ainsi que I’anémie causée par une phlébotomie induisaient une mobilisation des HSC
dépendante des ostéoclastes (12). Cependant, ces auteurs ont centré leur étude sur la
mobilisation des progéniteurs hématopoiétiques et leur inhibition par la calcitonine,

sans analyser les effets sur les populations érythroides et/ou la résolution de 1’anémie.

Dans ce contexte, I’objectif primaire de notre étude était d’évaluer dans quelle
mesure les ostéoclastes sont engagés dans la mobilisation de HSC et la réponse a
I’anémie lors de I’infection par P. c. adami DK. Ce parasite cause une forme non
létale de malaria chez la souris BALB/c, laquelle est caractérisée par une
inflammation et une anémie hémolytique aigue (1). Lors de l’infection par P.
chabaudi, la parasitémie est détectable par frotti sanguin a partir du jour 4 post-
infection et atteint un pic le jour 8 pour ensuite étre résolue spontanément. Une
splénomégalie importante a lieu chez des souris infectées, laquelle est maximale 2 & 3
jours aprés le pic d’infection (221). Ce modéle murin de la malaria s’avére un

excellent moyen pour étudier 1’implication des HSC de la MO dans la résolution de
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I’infection et de 1’anémie dans un contexte inflammatoire. En effet, lors de la malaria
on observe une forte production de cytokines pro-inflammatoires et un engagement

majeur des macrophages participant au contrdle de 1’infection (216).

Dans un premier temps, 1’impact de la calcitonine sur le nombre de cellules
dans la MO et la rate au pic d’infection (jour 8 post-infection) a été étudié (figure
4.4). La splénomégalie induite par l’infection a été corroborée chez les animaux
infectés par rapport au poids de la rate (figure 4,4 A; p<0.001). Cet effet a été
significativement atténué par le traitement a la calcitonine (figure 4.4 A; p<0.01).
Comparativement aux souris controles, les souris infectées présentaient moins de
cellules dans la MO (figure 4.4 B; p<0,001) et significativement plus dans la rate
(figure 4.4 C; p<0,001). Le traitement & la calcitonine a partiellement restauré la
cellularité de la MO chez les souris infectées (figure 4.4 B, p<0,01), tandis que dans
la rate, il a réduit drastiquement le nombre de cellules par rapport aux controles

infectés (figure 4.4 C; p<0.001).

Concernant la population de HSC, I’infection a mené a une augmentation de
leur nombre dans la MO (figure 4.4 D, p<0.01) et dans la rate (figure 4.4 E; p<0.001).
De manicre intéressante, I’administration de calcitonine n’a pas modifié¢ le nombre de
HSC dans la MO chez les souris infectées (figure 4.4 C, D), mais a drastiquement
réduit celui dans la rate (figure 4.4 D); p<0.001).

Dans I’ensemble, ces résultats indiquent que 1’activité des ostéoclastes semble
requise pour le développement de la splénomégalie et 1’augmentation de HSC dans la

rate lors de I’infection.
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Figure 4.4 Impact de la calcitonine sur la cellularité et le nombre de cellules
souches hématopoiétiques dans la moelle osseuse et la rate lors de la malaria.
Pendant 5 jours consécutifs, les souris ont été traitées avec la calcitonine (Cal et Cal

DK) ou du PBS (Ctrl et DK). Au 3°™ jour de traitement, les souris ont été infectées
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par voie intra-péritonéale avec 10° globules rouges parasités par P. ¢. adami DK (DK
et Cal DK). Les souris ont été euthanasiées au jour 8 post-infection (n=3-10). Le
poids des rates des souris infectées a été mesuré. Les pointillés représentent la valeur
des souris contréles (A). Les cellules de la MO (fémur et tibia) et de la rate ont été
récupérées et comptées (B et C respectivement) et le pourcentage et nombre de HSC
Lin-cKit+Scal+ ont été déterminés par cytofluorométrie en flux (D et E
respectivement). L’analyse statistique a été effectuée avec un One-Way ANOVA
suivi d’un post-test de Turkey. **P<0.01 et ***P<0.001 représente la différence par

rapport aux contrbles (Ctrl).

Une deuxieéme expérience a ¢été réalisée pour suivre la réponse
érythropoiétique de stress durant I’infection. Cette réponse de stress se déclenche
immédiatement apreés le pic de parasitémie, au moment ou 1’anémie devient plus
accentuée (183). Le niveau d’hémoglobine sanguin et la réticulocytose ont été suivis

durant I’infection, jusqu’a sa résolution compleéte.

En réponse a ’infection, le taux d’hémoglobine sanguine a significativement
chuté le jour 8 post-infection pour atteindre un minimum au jour 10 et ensuite
remonter progressivement (figure 4.5 A, p<0.01 et p<0.001 respectivement).
L’anémie causée par 1’infection a stimulé une réticulocytose a partir du jour 11 post-
infection (figure 4.5 B, p<0.001). Les souris infectées et traitées avec la calcitonine
ont présenté une anémie accrue notamment aux jours 11 et 12 post-infection (figure
4.5 A, p<0.05 et p<0.01 respectivement). De plus, ces souris ont répondu par une

réticulocytose plus importante au jour 14 post-infection (figure 4.5 B, p<0,05).
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Figure 4.5 Impact de la calcitonine sur la concentration d’hémoglobine et
réticulocytose causée par la malaria. Les souris ont été traitées avec de la
calcitonine (Cal DK, n=5-10) ou du PBS (DK, n=5-10) pendant 5 jours consécutifs.
Au 3°™ jour de traitement, les souris ont été infectées par voie intra-péritonéale avec
10° globules rouges parasités par P. c. adami DK (DK et Cal DK), puis la
concentration en hémoglobine (A) et la réticulocytose (B) ont été estimées
quotidiennement. Les résultats représentent la moyenne +/- SEM de dix souris par
groupe. L’analyse statistique a été effectuée avec un T-test non paramétrique.
1P<0.05 et $11P<0.01 représente la différence entre les deux groupes. **P<0.01 et

***P<0.001 représentent la différence par rapport aux valeurs du jour 0.

Dans le but de déterminer si I’inhibition de la mobilisation des HSC de la MO
vers la rate influence 1’érythropoi¢se de stress lors de I’infection par P. ¢. adami DK,
cinq des dix souris appartenant & chaque groupe expérimental ont été sacrifiées le jour
8 post-infection, pour estimer le nombre de progéniteurs érythroides immatures et
matures dans la MO et dans la rate. Les données ont montré une chute du nombre de
progéniteurs érythroides immatures (Ter119+CD71+) et matures (Terl19+CD71-)

dans la MO des souris infectées par rapport aux contrdles naives (figure 4.6 A, B,
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p<0.001). L’administration de calcitonine n’a pas modulé ces populations dans la MO
(figure 4.6 A, B).

Dans la rate, une importante augmentation du nombre de progéniteurs
érythroides immatures dans la rate a été constatée en réponse a ’infection (figure 4.6
C, p<0.001), mais le nombre de progéniteurs érythroides matures est resté inchangé
(figure 4.6 D). Le traitement a la calcitonine a réduit significativement le nombre de
progéniteurs érythroides immatures dans la rate des souris infectées (figure 4.6 C,
p<0.001), sans pour autant altérer le nombre de progéniteurs érythroides matures
(figure 4.6 D).

Globalement, ces résultats indiquent que la mobilisation des HSC dépendante
des ostéoclastes semble requise pour le développement de 1’érythropoiése de stress
dans la rate. Cependant, I’inhibition des ostéoclastes ne semble pas avoir d’effet

majeur sur la résolution de ’anémie lors de la malaria.
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Figure 4.6 Effet de la calcitonine sur I’érythropoiése de stress induite par la
malaria. Les souris ont été traitées avec la calcitonine (Cal et Cal DK) ou du PBS
(Ctrl et DK) pendant 5 jours consécutifs. Au 3™ jour de traitement, les souris ont été
infectées par voie intra-péritonéale avec 10° globules rouges parasités par P. c. adami
DK (DK et Cal DK; n=4-16). Les souris contrdles et infectées ont été euthanasiées au
jour 8 post-infection, les cellules de la MO (fémur et tibia) et de la rate ont été
récupérées et comptées, et le nombre de progéniteurs érythroides immatures et
matures dans la MO (B et C) et dans la rate (D et E) ont été estimés par
cytofluorométrie. L’analyse statistique a été effectuée avec un One-Way ANOVA

suivi d’un post-test de Turkey. **P<0.01 et ***P<0.001 représente la différence par

rapport aux contrles (Ctrl).
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Les résultats ont mis en évidence une anémie plus accentuée chez des souris
traitées avec de la calcitonine aux jours 11 et 12 post-infection, et un pourcentage
plus élevé de réticulocytes en circulation le jour 14 post-infection. Ces modifications
ont ét¢ accompagnées d’une exacerbation de I’infection chez le groupe d’animaux
traités avec de la calcitonine les jours 5, 7, 8 et 12 post-infection (figure 4.7 A). En
effet, les souris traitées a la calcitonine ont présenté une parasitémie cumulative
(somme de charge parasitaire estimée durant les 12 jours d’infection) plus importante
(figure 4.7 B; p<0.001) ainsi qu’un pic de parasitémie plus importante (figure 4.7 C;
p<0.05).

Dans ’ensemble, nos résultats indiquent que le traitement a la calcitonine

accentue ’infection par P. c. adami DK.
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Figure 4.7 Effet de la calcitonine sur la parasitémie lors de ’infection par P. c.
adami DK. Les souris ont été traitées avec la calcitonine (Cal DK; n=5-10) ou du
PBS (DK; n=5-10) pendant 5 jours consécutifs. Au 3*™ jour de traitement, les souris
ont été infectées par voie intra-péritonéale avec 10° globules rouges parasités par P. c.
adami DK (DK et Cal DK), et la parasitémie a été évaluée quotidiennement sur frottis
sanguins colorés au Giemsa (A); la parasitémie cumulative de 5 souris par groupe (B)
et la parasitémie au pic de 10 souris par groupe (C) ont été déterminées. Les résultats
représentent la moyenne +/- SEM de 10 souris jusqu'au jour 8, et de 5 souris jusqu’au
jour 12. L’analyse statistique a été¢ effectuée avec un T-test non paramétrique.

*P<0.05 et **P<0.01 représente la différence entre les deux groupes.
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4.3 La calcitonine réduit le nombre de macrophages spléniques et médullaires

lors de Pinfection par P. c. adami DK

Comme cité précédemment, les macrophages sont des cellules phagocytaires
jouant un réle primordial dans 1’élimination des parasites lors de la malaria et une

altération de leur fonction influe sur la clairance parasitaire (216).

L’analyse de la population de macrophages (cellules CD11b+F4/80+) dans la
MO et dans la rate au jour 8 post-infection a été réalisée par cytofluorométrie avec un
marquage CD11b et F4/80, chez la population 7-AAD négative qui sont les cellules
viables (figure 4.8 A). A des fins comparatives, le nombre de macrophages dans la
geme

MO et la rate ont également été¢ évalués au jour post-phlébotomie, chez des

souris contrbles ou traitées a la calcitonine.

Nos résultats montrent qu’en condition physiologique (souris non-anémiques),
le traitement 4 la calcitonine n’a pas affecté le nombre de macrophages dans la MO et
dans la rate (figure 4.8 B, C p<0.05). La phlébotomie n’a pas changé le nombre de
macrophages dans la MO et la rate. Dans ce contexte, la calcitonine n’a pas modulé
le nombre de macrophages médullaires et spléniques chez des souris phlébotomisées
(fig. 20B, C). Cependant, I’infection a causé une forte augmentation du nombre de
macrophages dans la MO (figure 4.8 B, p<0.01) et la rate (figure 4.8 C, p<0.001) et le
traitement a la calcitonine a réduit significativement cette réponse dans la MO (ﬁgure

4.8 B, p<0.05) ainsi que dans la rate (figure 4.8 C, p<0.001).
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Figure 4.8 Modulation de la population de macrophages par la calcitonine lors
de la phlébotomie et de la malaria. Le pourcentage de macrophages dans la MO et
la rate a été déterminé par cytofluorométrie a ’aide d’un double marquage CD11b et
F4/80 sur une population 7-AAD négatives (A). Les souris ont été traitées avec la
calcitonine (Cal, Cal Phleb et Cal et DK) ou du PBS (Ctrl, Phleb et DK) pendant 5
3éme

jours consécutifs. Au jour de traitement, les souris ont été saignées (Phelb et Cal

Phleb) ou infectées par voie intra-péritonéale avec 10° globules rouges parasités par
P. c. adami DK (DK et Cal DK). Les souris phlébotomisées et les souris contrdles ont
été euthanasiées au jour 5 post-phlébotomie, alors que les souris infectées ont €té

sacrifiées au jour 8 post-infection (n=4-10). Puis, 1’analyse du nombre de
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macrophages dans la MO (B) et la rate (C) a été réalisée. L’analyse statistique a été
effectuée avec un One Way ANOVA suivi d’un post-test de Turkey. *P<0.05;
*¥*P<0.01 et ***P<0.001 représente la différence par rapport aux contréles (Ctrl).

La production de macrophages est principalement contr6lée par le M-CSF, une
cytokine stimulant la prolifé;ation et la différenciation des progéniteurs myéloides en
macrophages matures (222). L’engagement des HSC dans la voie myéloide génére
des GM-CFU qui maturent en M-CFU, lesquels proliférent et se différencient en
macrophages sous I’action du M-CSF (223-225).

Afin d’évaluer si la calcitonine influence directement la génération des
macrophages, la génération de colonies M-CFU et la différenciation des macrophages
a partir des cellules de la MO in vitro ont été comparées en absence et présence de
calcitonine (35 et 70 ng/ml). Ces concentrations de calcitonine ont été choisies en se

basant sur des travaux étudiant 1’effet de la calcitonine in vitro (226,227).

De fagon intéressante, la calcitonine a inhibé la production de M-CFU dans un
milieu de culture semi-solide supplémenté de M-CSF (Methocult M3234) (figure 4.9
A, B). Par contre, aucun effet inhibiteur n’a été constaté sur le nombre de
macrophages produits en réponse a la stimulation unique avec du M-CSF dans du

milieu RPMI complet (figure 4.9 C).
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Figure 4.9 Impact de la calcitonine sur la production de colonies Macrophages —
Colony Forming Unit et la différentiation de précurseurs en macrophages (in
vitro). Les cellules de 1a MO (2,5x10" cellules) ont été cultivées en milieu semi-solide
(Methocult M 3234) pendant 6 jours en présence de 12,5 ng/ml de M-CSF et de 0, 35
ou 70 ng/m] de calcitonine, puis le nombre de colonies M-CFU générées (A) a été
déterminé par comptage (B). En parallele, les cellules de la MO (1x10° cellules) ont
été cultivées pendant 6 jours en présence de 12,5 ng/ml de M-CSF et de 0, 35 ou 70
ng/ml de calcitonine, puis le nombre de macrophages (cellules CD11b+ F4/80+) a été
analysé par cytofluorométrie 4 1’aide d’un double marquage CD11b et F4/80 (C). Les
résultats représentent la moyenne +/- SEM de 3 expériences indépendantes. L’analyse
statistique a été effectuée avec un One Way ANOVA suivi d’un post-test de Turkey.

*P<0.05; **P<0.01; ***P<0.001 représente la différence par rapport aux controles.




CHAPITRE 5 : DISCUSSION

L’objectif principal de cette étude était d’évaluer, par une stratégie
d’inhibition, dans quelle mesure les ostéoclastes influencent I’hématopoiése lors de la
malaria. Nous avons analysé¢ 1’impact de I’inhibition de I’activité des ostéoclastes par
la calcitonine sur 1’égression des HSC, I’induction de I’érythropoiése de stress, la
production de réticulocytes et 1’anémie chez des souris infectées par P. c. adami DK.
Des souris phlébotomisées ont été considérées comme modéle représentatif d’un

stress érythropoiétique en absence d’inflammation.

L’infection par P. c. adami DK génére une inflammation systémique et une
anémie hémolytique aigue chez la souris (1), suivies aussitét d’une réponse
hématopoiétique de stress, nécessaire pour fournir de nouveaux érythrocytes (156) et
des cellules phagocytaires (macrophages et neutrophiles) impliquées dans la clairance
parasitaire (216,228,229). Le contrdle de I’infection par P. c. adami est précédé par le
développement d’une myélopoi¢se extra-médullaire (230) et le recrutement des
monocytes (231) dans la rate. Cet organe est primordial pour le développement d’une
immunité antiparasitaire (232). Les macrophages spléniques, dont le nombre
augmente fortement durant l’infection (233), reconnaissent et détruisent les
érythrocytes parasités (234), mais ont leur durée de vie diminuée a cause de
1’érythrophagocytose accrue et I’apoptose concomitante causée par 1’hémoglobine et
I’heme (235). En réponse & une anémie hémolytique aigue, la mobilisation des HSC
de la MO vers la rate et le développement d’une érythropoi¢se de stress dans cet
organe sont constatés (10,11). L’étude relativement récente de Kollet et al., rapporte

que I’anémie causée par la phlébotomie ou I’inflammation induite par I’injection de
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LPS provoquent une égression des HSC de la MO vers la périphérie, dépendante de
I’activité de résorption osseuse des ostéoclastes (12). Ces observations nous ont
amenés a émettre initialement I’hypothése que la mobilisation des HSC dépendante
des ostéoclastes serait aussi importante pour répondre a I’hypoxie/anémie et soutenir
la production de cellules nécessaires pour contrer I’infection P. c¢. adami DK. En
effet, ce modele infectieux combine les deux situations de stress exploitées

séparément par Kollet et al., I’anémie et ’inflammation.

Le modele de malaria s’avére particuliérement intéressant pour 1’étude de la
mobilisation de HSC et de précurseurs hématopoiétiques parce que 1’infection peut
fournir des stratégies qui favorisent la mobilisation indépendamment de 1’activité des
ostéoclastes. Prémiérement, I’infection stimule la myélopoiése (230), laquelle facilite
I’égression des HSC. En effet, il a été démontré que I’administration répétitive de G-
CSF stimule indirectement la mobilisation des HSC et des précurseurs
hématopoiétiques via I’induction de la myélopoiese et I’activation de neutrophiles
(92,96,236,237). Deuxi¢mement, malgré la stimulation de la myélopoiése, I’hémolyse
et le stress oxydatif reliés a I’h¢me et ’hémoglobine conduisent & 1’apoptose des
macrophages (235,238-240) et il a été rapporté que 1’élimination des macrophages
semble suffisante pour induire la mobilisation des HSPC (241,242). Dans ce contexte,
la malaria pourrait affecter la population de macrophages CD169+, impliquée dans la
rétention des HSC dans la MO (241). Troisitmement, I’hémolyse altére le
métabolisme osseux via ’hémine (2), et la malaria semble générer une dysfonction
des ostéoclastes et ostéoblastes vers le pic d’infection. Dans I’ensemble, ces

observations rendent notre étude pertinente.

Afin d’évaluer notre hypothése initiale, le premier objectif était de mettre en
évidence I'implication des ostéoclastes dans la mobilisation des HSC lors de la

malaria, et de comparer cette mobilisation par rapport a la phlébotomie. L’ implication




63

précoce des ostéoclastes durant 1’infection pourrait étre stimulée par une production
rapide d’IFN-y par les cellules NK lors de la malaria (198,243), une cytokine qui
stimule 1’activité des ostéoclastes (244). Dans ce méme contexte, 1’injection de LPS
déclenche une production importante d’IFN-y par les cellules NK, les macrophages et
les cellules dendritiques (245) et provoque une mobilisation des HSC dépendante de
I’activité des ostéoclastes (12). A la lumiére de ces observations, la possible action
mobilisatrice des HSC exercée par les ostéoclastes pourrait étre stimulée par 1’IFN-y
lors de la malaria. De plus cette cytokine est le principal activateur de la fonction
phagocytaire des macrophages, laquelle est primordiale pour le contrdle de la
parasitémie (246). Il serait intéressant d’évaluer davantage 1’importance de I’'TFN-y
dans I’axe ostéoclastes-mobilisation-malaria, en analysant 1’impact de la calcitonine
sur la production d’IFN-y par les cellules NK. En plus, il serait aussi pertinent
d’évaluer comment une déficience spécifique du récepteur & I’'IFN-y chez les

ostéoclastes affecte la mobilisation des HSC lors de la malaria.

Nos données ont mis en évidence une baisse importante du nombre de HSC
dans la rate des souris prétraitées avec la calcitonine lors la phase d’infection aigue,
ce qui suggere une inhibition de la mobilisation. Ces résultats suggérent
indirectement que ’activité des ostéoclastes est nécessaire pour le développement de
la splénomégalie durant l;infection, causée par |’établissement d’une hématopoiése
extra-médullaire dans la rate (247) et le développement d’une réponse immunitaire
contre le parasite (248). Plusieurs études ont rapporté une corrélation entre le niveau
de splénomégalie et le nombre de HSC présentes dans la rate lors de 1’infection a
Plasmodium (249,250), et le recrutement des HSC dans la rate semble requis pour le

développement d’une myélopoi¢se extra-médullaire et le contrble de I’infection
(230).

Contrairement a ’étude de Kollet ef al. (12), ’administration de calcitonine

n’a pas influencé le nombre de HSC et 1’érythropoiése de stress dans la rate des souris
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phlébotomisées, malgré le fait d’avoir utilisé les mémes conditions expérimentales
que ces auteurs. Cette équipe avait prélevé 300 pl de sang par la veine de la queue et
nous avons récupéré le méme volume de sang par la veine sub-mandibulaire, car elle
permet d’obtenir un grand volume sanguin rapidement avec le moins de stress pour
I’animal. Le contraste entre la phlébotomie et I'infection pourrait étre relié a la
cinétique et au niveau d’anémie. En effet, I’infection par P. c. adami DK induit une
anémie aigue et progressive, alors que les conditions de phlébotomie utilisées
provoquent plutdt une anémie modérée et ponctuelle. Etant donné qu’une hausse
majeure des HSC n’a été constatée que dans la rate des souris infectées il est possible
que phlébotomie n’a pas été assez importante pour stimuler une réponse modulable
par la calcitonine. En plus, I’infection cause une réponse inflammatoire qui est
absente chez les souris phlébotomisées et qui peut influencer la mobilisation. Par
contre, le fait que des conditions expérimentales de phlébotomie plus séveres
(préléverﬁent de 400 pl pendant 3 jours consécutifs) semblent étre suffisantes pour
déclencher une forte réponse érythropoiétique dans la rate (251), suggere plutét le
besoin d’une méthode plus efficace. L’injection de phénylhydrazine, un agent
chimique provoquant I’hémolyse serait un modeéle plus représentatif de 1’infection a

considérer pour des expériences futures (2,241).

Le second objectif de notre étude était d’évaluer si la mobilisation des HSC
exerce une influence sur 1’érythropoiése extra-médullaire en réponse a I’infection. En
effet, lors de leur étude Kollet et al., n’avaient pas analysé les populations érythroides
extra-médullaires. Grover et al. ont rapport¢ que I’EPO, a des concentrations
semblables a celles rencontrées lors d’une anémie aigue, stimule la différentiation des
HSC vers la lignée érythroide. Dans ce contexte, une corrélation entre le nombre de
HSC et les progéniteurs érythroides dans la rate est généralement observée (252).

Dans notre étude, en accord avec la réduction du nombre de HSC, une diminution du
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nombre de progéniteurs érythroides immatures a été aussi constatée dans la rate de
souris infectées prétraitées avec la calcitonine. Ramos ef al. ont démontré que
I’altération de 1’érythropoic¢se de stress caractérisée par une diminution du
pourcentage de progéniteurs érythroides, semblable a celle mesurée dans notre
modele expérimental, cause une diminution du pic de réticulocytes, ainsi qu’une
réticulocytose et une anémie plus prolongées en réponse a 1’anémie (251).
Etonnamment, des cinétiques de réticulocytose comparables ont été mesurées lors de
I’infection par P. c. adami DK chez des souris prétraités avec la calcitonine puis
infectées et les souris infectées. Cette information nous suggére des différences

durant I’infection, qui ne permettent pas une extrapolation si claire.

Lors de la malaria, I’anémie/hypoxie provoque une hausse de la concentration
plasmatique de I’EPO (253), et des recherches récentes ont démontré que la
surexpression de ’EPO améne & une splénomégalie et une érythropoiése extra-
médullaire accrue (254) comparables & celles rencontrées lors de la malaria.
Cependant, les érythrocytes générés dans de telles circonstances semblent moins
résistants au stress oxydatif, et ont une durée de vie réduite (153). Etant donné que les
érythrocytes proviennent de la différenciation et de la prolifération des progéniteurs
¢érythroides régulées par I’EPO (125,126), ces derniers pourraient aussi étre plus
sensibles au stress oxydatif, et rentrer en apoptose. A titre spéculatif, il est possible
que I’importante production d’EPO lors de I'infection génére une production robuste
des précurseurs qui n’aboutissent pas nécessairement & maturation, et que lors du
traitement avec la calcitonine, 1’érythropoiése de stress soit optimisée pour générer
des réticulocytes mieux équipés a contrer le stress oxydatif. Dans ce contexte, I'EPO
exerce des effets anti-apoptotiques chez les précurseurs érythroides intermédiaires,
plus spécifiquement les EryA, qui expriment des récepteurs pour 'EPO (138-146).
Parallélement, I’EPO inhibe la voie de régulation controlée par le facteur de
transcription FoxO3. Chez les stades plus matures, les EryB-EryC n’expriment plus

le récepteur a I’EPO, FoxO3 contrdle la synthése d’enzymes antioxydantes qui
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permettront ensuite aux cellules énucléées de survivre en circulation, jusqu’a
I’épuisement de cet arsenal antioxydant (149,154). Pour tenter de comprendre la
différence dans le nombre de progéniteurs érythroides retrouvée entre les souris
prétraitées ou non a la calcitonine lors de la malaria, il serait pertinent d’analyser
I’impact de la calcitonine sur la concentration plasmatique d’EPO, ainsi que sur le
niveau d’apoptose et de stress oxydatif chez les précurseurs érythroides lors de la

malaria.

Des recherches récentes ont démontré que des progéniteurs érythroides de
stress de la rate possédent la capacité de répondre & une situation d’anémie
indépendamment de 1’érythropoicse médullaire. Le développement de cette
population cellulaire est contrdlé par le facteur de croissance BMP4 qui stimule
fortement la prolifération de ces précurseurs érythroides de stress en réponse a
I’anémie. Ces cellules possédent des propriétés d’auto-renouvélement qui leur
permettent d’assurer une érythropoicse effective en absence de HSC (166). Une
population similaire de progéniteurs érythroides dépendants du BMP4 a été identifiée
dans le foie (255) et une érythropoiése hépatique a été rapportée chez des souris
infectées par P. yoelii (253). Nous nous attendons a des effets comparables ayant lieu
sur P’activité érythropoiétique dans la rate et le foie, I’engagement de ces progéniteurs
hépatiques dans le développement de la réponse extra-médullaire robuste lors de la
malaria pourrait supporter une réponse efficace a I’anémie indépendante des HSC de
la MO. Dans ce sens, il sera primordial d’analyser aussi 1’érythropoi¢se dans le foie
pour des expériences futures, ainsi que de suivre les niveaux de BMP4 plasmatique,

splénique et hépatique dans notre modéle expérimental.

En corrélation avec une parasitémie exacerbée, une anémie plus accentuée a
été constatée chez des souris traitées avec de la calcitonine aux jours 11 et 12 post-

infection, qui a été suivie par une hausse des réticulocytes en circulation le jour 14
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post-infection. Etant donné la corrélation entre I’anémie et la parasitémie (256),
I’exacerbation de I’infection chez le groupe des souris prétraitées avec la calcitonine
pourrait en effet expliquer une anémie plus prononcée. De plus, nos résultats ont mis
en évidence une baisse importante de la population de macrophages dans la MO et
dans la rate le jour 8 post-infection chez les souris prétraitées avec la calcitonine,
lesquelles ont développé une infection plus importante & partir du jour 5 post-
infection. Les macrophages sont des cellules phagocytaires jouant un rdle primordial
dans I’élimination des parasites lors de la malaria et une altération de leur fonction ou

leur déplétion influence la clairance parasitaire (216,228,229).

En rapport aux causes possibles amenant 4 une diminution de la population
de macrophages, Riopel et al. ont démontré que la déficience en GM-CSF lors de
I’infection par P. chabaudi AS améne a une faible production de cellules
phagocytaires et a une parasitémie exacerbée (247). En effet, le GM-CSF et le M-
CSF induisent la différenciation des précurseurs myéloides en macrophages (222). A
la lumicre de ces informations, il serait pertinent d’étudier si la modulation du
nombre de macrophages dans la MO et dans la rate par la calcitonine pourrait étre
occasionnée par une baisse de la sécrétion du GM-CSF et/ou du M-CSF lors de
I’infection. Pour compliquer notre interprétation des données, des recherches récentes
ont révélé ’existence des macrophages résidents dans la rate et poumons, capables de
repeupler leur nombre, indépendamment de la migration des HSC et des monocytes.
Ces macrophages proliférérent en réponse a la production locale de M-CSF et de
GM-CSF (257), et en conditions inflammatoires comme celles rencontrées lors de la

malaria (258), ils sont fortement stimulés par I'IL-4 des cellules Th2 (259).

A part leur rdle dans le contrdle de I’infection, les macrophages régulent aussi
I’érythropoise (260), et certaines recherches les ont associés avec des conditions
d’érythropoiése pathologique exacerbée comme la polycythémie vraie. Dans cette

pathologie, la déplétion expérimentale de macrophages diminue la splénomégalie et
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I’érythropoiése, tel que nous 1’avons constaté chez des souris prétraitées avec la
calcitonine (219). Dans I’ensemble, il existe la possibilité que la réduction de la
splénomégalie chez des souris prétraitées avec la calcitonine soit causée par la

déplétion des macrophages.

La possibilité que la calcitonine agisse directement sur les cellules de la lignée
myéloide doit étre considérée dans I’interprétation de nos résultats, malgré le fait que
in vitro, des concentrations de calcitonine relativement plus faibles que celles
utilisées in vivo, n’ont pas affecté la différenciation de macrophages. Les
macrophages n’expriment pas des récepteurs a la calcitonine (CTR) fonctionnels,
mais ils expriment le récepteur a I’amyline, lequel est formé du CTR associé soit a la
molécule RAMPI, 2 ou 3. (114). La calcitonine et I’amyline sont des peptides de la
méme famille partageant de grandes similitudes structurelles provoquant des
réactions croisées au niveau de leur récepteur respectif (114,115,261). L’amyline est
un peptide hypoglycémiant principalement produit par les cellules 3 du pancréas en
réponse a une augmentation de la glycémie (262). La fixation de I’amyline sur son
récepteur cause une augmentation de la concentration intracellulaire d’Adénosine
Monophosphate cyclique (AMPc) (263) et une activation de [’extracellular-signal
regulated kinase %2 (ERK1/2) (264). 11 a été¢ démontré qu’une concentration élevée en
AMPc intracellulaire chez les macrophages réduirait leur capacité de prolifération en
réponse au M-CSF (265). Est-ce que des concentrations de calcitonine élevées,
comme celles utilisées pour inhiber la mobilisation dans notre modele expérimental,
peuvent activer des voies de signalisation normalement associées a [’amyline ? Cette

possibilité devra étre évaluée in vitro.

Deux résultats de notre étude, sont apparemment en contradiction. Nous avons
évalué si la calcitonine altere la différenciation des macrophages a partir des
précurseurs hématopoiétiques en réponse au M-CSF et nos résultats montrent que la

calcitonine inhibe la génération des colonies M-CFU a partir de progéniteurs
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hématopoiétiques in vitro sans pour autant réduire le nombre total de macrophages
différenciés in vitro. Muguruma et al. ont montré que les précurseurs des ostéoclastes,
Ostéoclasts-Colony Forming Unit (O-CFU), présents dans la MO proliféraient
également en présence de M-CSF. En milieu semi solide, les O-CFU génerent des
colonies morphologiquement proches des M-CFU. Les O-CFU présentent des
caractéristiques d’ostéoclastes comme notamment I’expression du récepteur a la
calcitonine (266). Cette diminution apparente du nombre de M-CFU en réponse a la
calcitonine pourrait étre due a I’inhibition de la génération de ces O-CFU. En effet,
notre analyse basée sur les critéres morphologiques et sur la prolifération en réponse
au M-CSF ne permet pas de dissocier clairement les O-CFU des M-CFU. La
diminution apparente du nombre de M-CFU en présence de calcitonine pourrait étre
causée par I’inhibition de la génération des O-CFU par la calcitonine sans pourtant

affecter la production de macrophages.

Le mécanisme par lequel la calcitonine réduit le nombre de macrophages lors
de la malaria reste encore inconnu. Plusieurs hypothéses pourraient expliquer ce
phénoméne. La calcitonine pourrait avoir une action indirecte en modulant la
sécrétion de cytokines régulant la génération des macrophages et ainsi inhiber le
développement de la myélopoiése. L’inhibition de la mobilisation des HSC dans la
rate par la calcitonine pourrait également inhiber la myélopoi¢se extra-médullaire. La
calcitonine pourrait également avoir une action directe sur les macrophages et altérer
leur prolifération. L’utilisation de souris ayant une défiance pour le CTR restreinte
aux macrophages permettrait de déterminer si la calcitonine a une action directe ou
indirecte sur la population de macrophages lors de la malaria. En théorie, si la
calcitonine agit directement sur les macrophages, lors de 1’infection par P. c. adami
DK, ces souris déficientes pour le CTR uniquement chez les macrophages ne
devraient pas présenter de diminution du nombre des macrophages en réponse a

I’administration de calcitonine.
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L’implication des ostéoclastes dans la mobilisation reste encore controversée.
Des travaux portant sur la mobilisation des HSC ont montré que 1’inhibition de
’activité des ostéoclastes augmentait la mobilisation des HSPC en réponse au G-CSF
(242,267). Des études ont démontré que chez différents modeles de souris ne
produisant pas d’ostéoclastes actifs (op/op, oc/oc, c-Fos KO, RANKL KO) la
mobilisation des HSPC induite par le G-CSF était accrue. Cependant ces souris
présentent toutes des altérations de I’hématopoiese (267-269). Mansour et al., ont
démontré que la déficience en ostéoclastes diminue le nombre de HSPC dans la MO,
réduit la différenciation des ostéoblastes et ’expression de génes impliqués dans la
maintenance des HSC et diminue le « homing » des HSPC (268). Dans I’ensemble,
ces informations semblent indiquer que les ostéoclastes sont €galement impliqués
dans le maintien des niches endostéales. Donc, chez des souris déficientes en
ostéoclastes, I’augmentation de la mobilisation des HSC accrue en réponse au G-CSF

pourrait étre due a une altération de I’intégrité de ces niches.




CHAPITRE 6 : CONCLUSION

Cette étude suggére que linfection par P. c¢. adami DK induit une
mobilisation des HSC de la MO vers la rate dépendante de I’activité des ostéoclastes.
De plus, I’égression des HSC est essenticlle pour le développement de la
splénomégalie lors de la malaria. Néanmoins, 1'établissement d’une réponse
¢érythropoiétique de stress suite & 1’anémie ne semble pas nécessiter la mobilisation
des HSC. En effet, des populations de progéniteurs érythroides résidantes dans la rate
seraient suffisantes pour répondre a 1’anémie. Enfin, le traitement a la calcitonine
exacerbe I’infection par P. c. adami DK. Cet effet est corrélé a une diminution de la
population de macrophages dans la MO et dans la rate, inhérente & une inhibition de

la myélopoiése.

Dans la continuité de ce projet, il est essentiel de déterminer si la mobilisation
des HSC dépendante des ostéoclastes est déclenchée par la sécrétion d’IFN-y suite a
I’inflammation induite par la malaria. De plus, les conséquences de I’inhibition de la
mobilisation des HSC par la calcitonine sur le développement de myélopoiése extra-
médullaire et la résolution de ’infection devront étre étudiées. Dans ce contexte, il
serait intéressant d’évaluer si la calcitonine module les niveaux de GM-CSF et de M-
CSF. 1l est également primordial de déterminer si I’impact de la calcitonine sur
I’infection et la population de macrophages découle de son action sur la mobilisation
des HSC ou si cet effet est relié a une autre propriété intrinséque a la calcitonine
encore inconnue. Pour cela, I’impact de I’alendronate, un autre inhibiteur des
ostéoclastes, lors de I’infection par P. c. adami DK pourrait étre comparé a celui de la
calcitonine. Il serait également pertinent de déterminer si la calcitonine a une action
directe sur les cellules de la lignée myéloide. En effet, seulement les cellules

my¢loides déja engagées dans la voie de différenciation ostéoclastique sont connues
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pour répondre & la calcitonine et aucune action sur les macrophages et leur

précurseurs n’a été rapportée.
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