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RESUME

L’expansion des cellules souches hématopoiétiques
(CSH) représente une étape essentielle pour I’amé-
lioration des greffes de moelle osseuse et le dévelop-
pement de nouveaux protocoles de thérapie cellulaire.
L’utilisation de transferts de génes codant des fac-
teurs de transcription est une des voies pouvant
mener a une expansion cellulaire efficace. Parmi ces
facteurs, I’homéoprotéine HOXB4 est particuliere-
ment intéressante car elle permet ’expansion treés
importante des CSH de souris, sans induire de leucé-
mie méme a long terme. Cependant, pour éviter tout
effet délétere en rapport avec le transfert stable et la
transcription constitutive du géne HOXB4 dans les
cellules, nous avons utilisé la propriété des homéo-
protéines a traverser passivement les membranes.
Nous avons montré que les CSH et les progéniteurs
hématopoiétiques immatures étaient nettement ampli-
fiées, quand ces cellules étaient co-cultivées avec une
lignée cellulaire stromale génétiquement modifiée

pour secréter activement HOXB4. Le caractére plu-
ripotent des cellules ainsi amplifiées était préservé.
Nous avons testé, dans un modéle comparable, le role
de HOXB4 sur I’expansion des progéniteurs lym-
phoides : nous avons montré que les progéniteurs
immatures lympho-myéloides et pro-T/NK ainsi que
les progéniteurs NK plus matures étaient clairement
amplifiés. Nous avons aussi recherché une éventuelle
activité synergique entre HOXB4 et d’autres homéo-
protéines telles que HOXC4. Nous avons montré que
HOXC4 était capable d’induire ’expansion des pro-
géniteurs hématopoiétiques humain in vitro de facon
comparable a HOXB4. La présence simultanée des
deux homéoprotéines dans les co-cultures provoquait
une expansion encore plus élevée qu’avec chacune
d’entre elles. Notre méthode constitue donc une base
pour le développement de nouvelles stratégies en thé-
rapie cellulaire, par ’utilisation de cellules souches
amplifiées in vitro mais non modifiées génétiquement.

SUMMARY Ex vivo expansion of human hematopoietic stem cells by passive transduction of the HOXB4

homeoprotein

Expansion of human hematopoietic stem cells (HSCs)
is a challenge for cellular therapy. It currently relies
on either the use of recombinant cytokines or trans-
fer of transcription factor genes. Among these, the
HOXB4 homeoprotein is of particular interest since
it promotes the expansion of mouse HSCs without
inducing leukemia. To prevent potential deleterious
side effects associated with stable HOXB4 gene trans-
fer into the cells, we took advantage of the ability of
homeoproteins to passively pass through cell mem-
branes. We have shown that, when co-cultured with
stromal cells engineered to secrete HOXB4, human
stem cells and immature progenitors clearly were
expanded. This expansion was associated with enhan-
ced stem cell repopulating capacity in vivo and main-

tenance of pluripotentiality. The role that HOXB4
plays on stem cell expansion has also been tested on
human lymphoid progenitors. We found that our
model of protein transfer was also able to induce the
expansion of the immature lympho-myeloid and pro-
T/NK progenitors as well as of more mature NK pro-
genitors. We then looked for synergistic activities bet-
ween HOXB4 and other homeoproteins such as HOXC4.
We found that HOXC4 was able to promote the
expansion of human hematopoietic cells in vitro
roughly as HOXB4 did and that the presence of both
HOXB4 and HOXC4 molecules induced even higher
expansion levels of these cells. Our method provides
a basis for developing cell therapy strategies using
expanded HSCs that are not genetically modified.

Article available at http://www.biologie-journal.org or http://dx.doi.org/10.1051/jbio:2006027
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INTRODUCTION

Les cellules souches hématopoiétiques (CSH) repré-
sentent un petit contingent de cellules capables de régé-
nérer I’ensemble des cellules du sang tout au long de la
vie, en réponse aux besoins de 1’organisme. Elles sont
présentes majoritairement dans la moelle osseuse et, de
facon plus minoritaire, dans le sang circulant ainsi que
dans le sang placentaire («sang de cordon»). Le carac-
tere-souche de ces cellules consiste en leur capacité a
s’auto-renouveler presque indéfiniment et ainsi a recons-
tituer 1’hématopoiese a long terme d’un individu apres
transplantation. L hématopoiese est un processus fine-
ment régulé et en équilibre grace a des signaux endo-
genes (régulation intrinséque par des facteurs de trans-
cription), ou a des signaux exogenes (cytokines) produits
par I’environnement des cellules souches dans des struc-
tures appelées «niches hématopoiétiques » (régulation
extrinséque) (Fig. 1).

Les difficultés en rapport avec 1’identification et I’iso-
lement des CSH ne sont pas seulement liées a leur rareté
mais aussi a leur hétérogénéité et a leur absence de loca-
lisation précise dans la moelle osseuse. Ainsi, les tech-
niques d’enrichissement des CSH chez I’Homme sont
basées sur leurs caractéristiques phénotypiques (présence
d’antigénes de surface tels que le CD34 et le CD38) et
sur leurs caractéristiques métaboliques (exclusion du
colorant vital Hoechst 33342). La présence de cellules
souches dans ces populations est ensuite confirmée par
des tests fonctionnels réalisés in vivo pour les cellules
plus immatures ou in vitro pour les progéniteurs engagés
dans la différenciation (Fig. 2).
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La mise en place de protocoles de thérapie cellulaire
ou génique ainsi que le développement de travaux de
recherche sur la régulation de 1’hématopoi¢se reposent
sur I’obtention d’un nombre suffisant de CSH. Ainsi,
I’emploi de ces cellules en thérapeutique peut nécessiter
des techniques visant a leur expansion ex vivo tout en
préservant leur caractére-souche. Pour parvenir a ce but,
différentes procédures ont été proposées et plus particu-
lierement 1’utilisation de cocktails de cytokines, en asso-
ciation ou non avec d’autres facteurs solubles (Ueda et
al., 2000; Gammaitoni et al., 2003 ; Bhardwaj et al.,
2001 ; Reya et al., 2003). Cependant, il est admis que ce
type de manipulation des cellules souches in vitro peut
leur faire perdre certaines de leurs propriétés et conduire
a leur engagement dans un processus de différenciation
irréversible.

HOXB4 ET HEMATOPOIESE

Une alternative a ’utilisation des cytokines consiste en
I’infection des CSH par un rétrovirus recombinant codant
des facteurs de transcription capables de réguler 1’expres-
sion de geénes impliqués dans la régulation de ces cel-
lules. Différents facteurs de transcription sont actuelle-
ment connus pour leur réle dans 1’auto-renouvellement et
I’expansion des cellules souches. Parmi ceux-ci, cer-
taines homéoprotéines paraissent étre de bons candidats.
L’importance des geénes codant les homéoprotéines (les
homéogenes), dans la détermination et la régulation du
systeme hématopoiétique, avait été établie par des expé-
riences de surexpression ou, a I’inverse, d’inhibition

Matrice extra-cellulaire
ibronectines, laminines,

Chémokines

Macrophages

Adipocytes

Myofibroblastes

FIG. 1. — Représentation schématique de la « niche hématopoiétique ».
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FIG. 2. — Tests fonctionnels pour 1’étude de I’hématopoiése humaine.

L’hématopoiése peut étre représentée comme un systéme pyramidal en expansion dont le sommet comprend les cellules souches et la
base les cellules les plus matures du sang. Ce systéme doit étre vu comme un continuum que 1’on peut explorer a différents niveaux par des
tests spécifiques. Ces tests reposent sur 1’étude rétrospective des cellules issues des cellules immatures a dénombrer ou a étudier. Schéma-
tiquement, le compartiment des CSH est exploré in vivo par transplantation xénogénique dans des souris immunodéficientes NOD-SCID.
Les cellules hématopoiétiques humaines capables d’étre greffées a long terme, 7 semaines apres leur transplantation, sont les “SCID repo-
pulating cells” (SRC). Le compartiment des progéniteurs immatures est exploré grace a des cultures a long terme en milieu liquide pour
détecter la présence des LTC-IC capables d’engendrer des cellules clonogéniques plus matures pendant 5 a 8 semaines. Ces cellules clo-
nogéniques (ou colony forming cells [CFC]) donnent naissance a des colonies de cellules morphologiquement identifiables apres 15 jours
en culture en milieu semi-solide. Les étapes finales de la différentiation sont composées de cellules que 1’on peut identifier précisément grace
a des marqueurs spécifiques ou sur la base de leurs caractéristiques morphologiques.

d’expression dans des modeéles murins. Chez ’Homme,
certains de ces geénes sont fréquemment surexprimés ou
impliqués dans des translocations récurrentes au cours
des leucémies. De plus, de nombreux homéogénes, en
particulier des homéogenes de classe I (génes Hox), sont
normalement exprimés au cours de 1’hématopoiese humaine
(Fig. 3). Cependant, leur surexpression conduit le plus
souvent a I’immortalisation ou a la transformation leu-
cémique des cellules hématopoiétiques.

HOXBA4, dont I’expression physiologique est restreinte
aux cellules hématopoiétiques immatures, a été choisi a
cause de son innocuité apparente par I’équipe de Guy
Sauvageau a Montréal. Ce geéne était jusque-la connu

pour étre impliqué dans la détermination et le dévelop-
pement de certains segments de I’embryon. L’équipe de
Montréal a montré que la surexpression constitutive de
ce geéne dans les cellules hématopoiétiques des souris
provoquait une expansion forte et persistante de I’ensem-
ble des cellules souches, sans induire leur différenciation
ni leur transformation maligne méme a long terme (Sau-
vageau et al., 1995 ; Thorsteinsdottir et al., 1999 ; Anton-
chuk et al., 2002). Chez I’Homme, il a de méme été rap-
porté plus récemment que ’infection des CSH avec un
vecteur rétroviral recombinant contenant la séquence
codante du géne HOXB4 permettait d’obtenir un certain
niveau d’expansion in vitro de ces cellules (Buske ef al.,
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FIG. 3. — Expression des genes Hox dans les cellules hématopoiétiques humaines immatures. Les homéogenes de classe I sont organi-
sés en 4 complexes situés sur des chromosomes différents. Les genes situés en des loci homologues dans différents complexes sont appe-
Iés genes paralogues. Les carrés noirs correspondent aux génes exprimés dans les cellules hématopoiétiques au cours du développement ou

de la régénération du systeme hématopoiétique.
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FIG. 4. — Schéma de la méthodologie utilisée pour la transduction de la protéine HOXB4 dans les CSH.

2002). Cependant, les CSH ainsi infectées sont modifi¢es
génétiquement et expriment HOXB4 de fagon constitu-
tive, ce qui peut ne pas étre anodin dans le cadre d’une
application thérapeutique éventuelle.

TRANSFERT PASSIF DE L'HOMEOPROTEINE
HOXB4 DANS LES CELLULES
HEMATOPOIETIQUES

Afin d’éviter tout effet délétére en rapport avec 1’inté-
gration stable du gene HOXB4 dans les cellules souches
humaines, nous avons utilisé la propriété des protéines
HOX de traverser spontanément les membranes cellu-
laires sans apparemment nécessiter de récepteur spéci-
fique. Cette propriété est liée a I’homéodomaine, structure
particuliere spécifique de ces protéines. Le modéle de
transfert passif des protéines a homéodomaine avait été

décrit par 1I’équipe d’Alain Prochiantz (ENS, Paris) dans
des cultures de neurones. Cette équipe avait clairement
établi qu’il s’agissait d’un processus indépendant de tout
récepteur spécifique et réversible et que les protéines ainsi
transférées conservaient leurs activités biologiques
(Derossi et al., 1994 ; Derossi et al., 1996 ; Maizel et al.,
1999). Nous avons donc mis a profit cette propriété de
transfert des homéoprotéines pour faire pénétrer la pro-
téine HOXB4 dans les CSH humaines dans le but de pro-
voquer leur expansion ex vivo. Pour ce faire, nous avons
tiré parti des propriétés de la lignée cellulaire stromale
murine MS-5 a permettre la survie et I’expansion a long
terme des CSH humaines en culture (Issaad ez al., 1993) :
nous avons intégré dans cette lignée, par I’intermédiaire
d’un vecteur lentiviral, I’ADNc qui code la protéine
HOXB4 humaine a laquelle nous avions ajouté un pep-
tide-signal pour en faciliter I’export hors des cellules MS-
5 productrices (cellules MS-5/HOXB4) (Fig. 4). Nous
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Sécrétion de HOXB4 dans les surnageants des cellules MS-5
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FIG. 5. — Sécrétion et transport intercellulaire de HOXB4.

a) Analyse en test ELISA de la cinétique de sécrétion de HOXB4 par les cellules MS-5 modifiées.

b) Transfert de la protéine HOXB4 dans les cellules hématopoiétiques humaines. Des cellules hématopoiétiques ont été co-cultivées pen-
dant 48 h soit avec des cellules MS-5 témoins transduites par le cDNA du géne de I’EGFP (image de gauche), soit avec des cellules MS-
5 transduite par le cDNA de HoxB4 (image de droite). Les cellules hématopoiétiques ont ensuite été marquées par un anticorps monoclo-
nal spécifique de HOXB4 et le marquage a été révélé par 1’utilisation d’un anticorps secondaire couplé a la diamino-benzidine.

avons montré que la protéine HOXB4 secrétée par les cel-
lules MS-5 était présente dans le surnageant de culture
(Fig. 5a) et pénétrait passivement dans des cellules héma-
topoiétiques humaines mises en co-culture avec celles-ci
(Fig. 5b) (Amsellem et al., 2003).

EXPANSION DES CSH
ET DES PROGENITEURS HEMATOPOIETIQUES
PAR LA PROTEINE HOXB4

Dans nos conditions expérimentales, nous avons uti-
lisé des cellules de phénotype CD34" ou CD34*/CD38"

isolées a partir de sang placentaire comme source de cel-
lules souches et de progéniteurs hématopoiétiques. Nous
avons observé, de fagon reproductible, une augmentation
moyenne de 2 a 6 fois du nombre de progéniteurs clo-
nogéniques (Colony Forming Cells = CFC) aprés 2 a
5 semaines de co-culture de ces cellules avec les cellules
MS-5/HOXB4, par rapport aux mémes cultures effec-
tuées avec des cellules MS-5 témoins. Nous avons mon-
tré que cette augmentation était liée a la présence d’un
plus grand nombre (X 20) de progéniteurs trés immatures
(Long-Term Culture-Initiating Cells = LTC-IC) en pré-
sence de HOXB4. L’ensemble de ces progéniteurs repré-
sente cependant des cellules déja engagées de fagon
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irréversible dans le processus de différenciation hémato-
poiétique. Leur expansion est toutefois importante dans
le cadre des greffes de cellules souches car elles sont
capables de générer, de fagon provisoire mais rapide, les
cellules matures du sang, utiles durant la période d’apla-
sie précédant la prise de greffe définitive des cellules
souches.

Les cellules hématopoiétiques humaines les plus imma-
tures expérimentalement identifiables sont des cellules
capables de se greffer dans la moelle osseuse de souris
immuno-déficientes receveuses NOD-SCID (SCID repo-
pulating cells = SRC). Nous avons donc voulu établir la
capacité de la protéine HOXB4 a amplifier les SRC in
vitro, dans notre systéme. Des greffes xénogéniques dans
des souris NOD-SCID ont ainsi été effectuées avec les
CSH humaines récupérées des co-cultures. Nous avons
alors observé une amplification de 2,5 a 3 fois des SRC
aprés culture a long terme en présence de HOXB4 par
rapport aux mémes cellules non cultivées, et de plus de
12 fois par rapport a des cellules cultivées dans les
mémes conditions mais en I’absence de HOXB4. Nous
avons enfin démontré que ces cellules amplifiées in vitro
gardaient, au cours de leur différenciation in vivo chez
I’animal, leur pluripotentialité intacte, c’est-a-dire leur
capacité a engendrer des cellules matures de différents
lignages du sang (Amsellem et al., 2003).

EXPANSION DES PROGENITEURS LYMPHOIDES
PAR HOXB4

Des travaux plus récents nous ont permis d’étendre ces
résultats a I’étude des effets de HOXB4 sur 1’expansion
des différentes sous-populations de progéniteurs lym-
phoides. Des co-cultures réalisées avec la lignée MS-
5/HOXB4 par rapport a une lignée témoin montrent que
HOXB4 permet non seulement 1’expansion des cellules
CD34" issues des CSH mais également de celles issues
des progéniteurs lympho-myéloides et Pro-T/NK. A
I’inverse, les progéniteurs B, précoces ou tardifs, ne sont
pas amplifiés dans ce systeme. L’étude du potentiel de
différenciation en cellules NK des cellules CD34" déri-
vées de ces co-cultures montre une expansion nette des
progéniteurs NK issus des CSH exposées a HOXB4,
supérieure a 2000 et une expansion relative de ces cel-
lules d’un facteur 10 par rapport aux cultures témoins.
De plus, HOXB4 participe efficacement au maintien du
potentiel NK des cellules dérivées des populations de
cellules Pro-T/NK plus matures (Haddad et al., 2004, et
données non publiées).

EXTENSION DU MODELE A L'ETUDE
DES EFFETS D’AUTRES HOMEOPROTEINES

Il avait été montré que HOXC4 (dont le géne appar-
tient au méme 4°™ paralogue de la famille HOX que
celui codant HOXB4) jouait un réle dans 1’expansion
des progéniteurs hématopoiétiques humains, quand son

ADNCc était transduit directement dans les cellules (Daga
et al., 2000). Nous avons voulu établir : 1) si I’addition
de I’homéoprotéine HOXC4 dans les milieux de culture
a long terme des CSH humaines permet, comme la pro-
téine HOXB4, de favoriser leur expansion et 2) si
I’apport simultané des homéoprotéines HOXB4 et
HOXC4 améliore I’expansion des CSH par une éven-
tuelle synergie entre les deux protéines. Nous avons donc
mis en place des co-cultures entre d’une part des cellules
stromales MS-5 génétiquement modifiées pour excréter
activement les homéoprotéines humaines HOXB4 et/ou
HOXC4 et, d’autre part, des cellules hématopoiétiques
humaines immatures CD347/CD38"°¥. Aprés vérification
de la présence des homéoprotéines dans les surnageants
des lignées MS-5, nous avons quantifié 1’expansion des
progéniteurs dans les différentes conditions de co-cul-
ture. De fagon intéressante, HOXC4 parait capable
d’expandre les CSH de fagon comparable voire supé-
rieure 8 HOXB4. De plus, la présence simultanée des
deux homéoprotéines semble améliorer encore I’expan-
sion observée avec chacune d’entre elles (données non
publiées). Le caractéere synergique ou additif de cette
expansion reste a établir. Des greffes xénogéniques dans
des souris immunodéficientes NOD-SCID vont nous per-
mettre d’évaluer le potentiel de reconstitution a long
terme in vivo des cellules souches aprées culture en pré-
sence des protéines HOXB4 et/ou HOXCA4.

CONCLUSION ET DISCUSSION

Au total, nous avons mis au point un systeme per-
mettant la multiplication des CSH humaines primitives
en I’absence de cytokines et de toute modification géné-
tique de ces cellules. En thérapeutique, I’utilisation des
CSH dans les greffes exige de disposer d’un nombre suf-
fisant de ces cellules. Les sources de CSH actuellement
disponibles sont : 1) la moelle osseuse, ce qui implique
des prélevements par ponctions multiples des os riches
en moelle productrice de cellules (sternum, iliaques);
2) le sang périphérique apres « mobilisation» des cellules
du donneur par des cytokines (G-CSF, essentiellement).
Ce type de prélevement se fait par cytaphérése et n’est
pas dénué de certains effets secondaires quelquefois
sérieux, surtout chez des patients affaiblis ou agés. De
plus, on sait que certains donneurs sont dits « faibles
mobilisateurs » et que le nombre de cellules souches
alors recueillies est trop faible pour autoriser une greffe ;
3) le sang placentaire est actuellement réservé a la greffe
de jeunes enfants compte tenu du trop petit nombre de
cellules souches que ces greffons contiennent. La greffe
de patients adultes par des cellules souches de sang pla-
centaire peut étre réalisée mais nécessite alors I’ injection
de cellules dérivées de plusieurs prélevements différents.

Quelle que soit 1’origine des cellules souches, on sait
que les greffes sont d’autant plus efficaces que le nombre
de cellules injectées est ¢élevé. C’est pourquoi leur mul-
tiplication in vitro constitue une étape cruciale pour
I’amélioration des protocoles thérapeutiques et, en par-
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ticulier, pour répondre au probléme des greffons insuffi-
sants. En effet, comme nous I’avons observé, la présence
de HOXB4 provoque non seulement une expansion des
SRC mais aussi des progéniteurs hématopoiétiques plus
matures. L’utilisation d’un tel modele pourrait donc
représenter un bénéfice important en clinique pour amé-
liorer les greffes a long terme comme a court terme grace
a I’administration d’un plus grand nombre de progéniteurs
hématopoictiques déja engagés dans la différenciation et
potentiellement responsables d’un raccourcissement de
la durée de la phase d’aplasie. Dans cette perspective, la
production de la protéine recombinante HOXB4 a été
réalisée en E. coli par le laboratoire GTP Technology
(Labege, France) et va nous permettre de tester directe-
ment son activité sur les CSH humaines en 1’absence de
cellules stromales productrices. L’adaptation de cette
méthodologie a des conditions répondant aux normes uti-
lisées dans les unités de thérapie cellulaire pourra alors
étre envisagée et étendue a 1’utilisation concomitante
d’autres molécules purifiées telles que HOXCA4.

Notre modele d’expansion des CSH est, en principe,
dénué de risque et peut donc constituer une base pour le
développement de nouvelles stratégies impliquant I’am-
plification des cellules souches humaines hématopoié-
tiques ou d’autres tissus (cellules souches endothéliales,
neurales, musculaires, hépatiques, épidermiques).
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