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Résumé 

La maladie du greffon contre l’hôte (GvHD) est un effet secondaire sérieux de la 

transplantation de cellules souches hématopoïétiques (HSCT). Cette maladie entraine une haute 

mortalité et ses symptômes sont dévastateurs. Les traitements actuels de la GvHD comportent 

plusieurs produits, tels les corticostéroïdes, mais ces derniers sont immunosuppresseurs et leurs 

effets secondaires sont aussi très dommageables pour les patients et leur guérison. Les cellules 

stromales mésenchymateuses (MSC) représentent une alternative ou une addition potentielle de 

traitement pour la GvHD et ces cellules ne semblent pas posséder les effets secondaires des 

traitements classiques. Un nombre important d’études cliniques faisant l’objet des MSC ont été 

enregistrées. Malgré cet engouement, le mécanisme de leur immunomodulation reste encore à 

élucider. Notre objectif est donc de mieux définir ce mécanisme. Nous avons utilisé un modèle 

simplifié pour simuler la GvHD in vitro. Ce modèle se base sur la stimulation de lymphocytes 

CD4+ par des cellules dendritiques allogéniques. La mesure de la prolifération de ces cellules 

stimulées sert d’indicateur de leur réactivité. Selon les résultats obtenus par la technologie 

CRISPR de génie génétique, les MSC exerceraient leur immunosuppression sur les cellules T 

CD4+ principalement par la sécrétion de l’enzyme IDO1. Les MSC seraient également capables 

d’induire certaines cellules CD4+ en cellules régulatrices, un processus indépendant de la 

sécrétion d’IDO1. Toutefois, ces cellules ne semblent pas correspondre aux cellules Treg 

conventionnelles.  

Mots-clés : MSC, GvHD, cellules T CD4+, HSCT, IDO1, CRISPR 
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Abstract 

Graft versus host disease (GvHD) is a very serious side effect of hematopoietic stem cell 

transplantation (HSCT). This disease results in high mortality and devastating symptoms. 

Treatments for GvHD include a lot of pharmaceuticals, including corticosteroids, but these are 

immunosuppressive and their adverse effects cause a lot of damage to the patient and hinder the 

healing process. Mesenchymal stromal cells (MSC) represent a potential alternative or addition 

to the GvHD treatment regimen. These cells do not seem to carry the secondary effects 

associated with classical treatments. A number of studies have been registered concerning MSC. 

In spite of the spike of interest, the mechanism of immunomodulation deployed by MSC remains 

to be elucidated. Our objective is to better characterise this mechanism. We have used a simple 

in vitro model to simulate GvHD. This model is based on the stimulation of CD4+ T cells by 

allogenic dendritic cells. The measure of the proliferation of the stimulated lymphocytes serves 

as an indicator of the reactivity. According to the results obtained by CRISPR genetic 

engineering, MSC exert this immunomodulatory effect on T cells mainly by the secretion of 

IDO1 enzyme. These MSC are also able to induce T cells to become inhibitory, a process 

independent of the secretion of IDO1. However, these inhibitory T cells would not correspond 

to conventional Treg cells.  

Keywords : MSC, GvHD, CD4+ T cells, HSCT, IDO1, CRISPR 
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1. INTRODUCTION 

1.1 Le projet 

Le but du projet est d’élucider le mécanisme d’immunomodulation des cellules stromales 

mésenchymateuses (MSC). Cet effet est particulièrement intéressant dans le cadre de la maladie 

du greffon contre l’hôte (GvHD). La GvHD est une pathologie découlant de la transplantation 

de cellules souches, utilisée comme traitement de plusieurs maladies acquises ou innées. Il existe 

actuellement plusieurs avenues de traitements contre la GvHD, mais ceux-ci ne sont pas 

efficaces dans tous les cas et engendrent plusieurs effets secondaires, dont le retard du 

développement immunitaire et l’immunosuppression. Ces effets secondaires sont 

particulièrement importants, puisqu’ils rendent le patient vulnérable aux infections en tous 

genres. Les MSC ont été proposées et testées en clinique comme un ajout aux traitements de la 

GvHD, mais leurs mécanismes sont encore mal élucidés. C’est pourquoi il est important de 

mieux comprendre leurs effets sur le système immunitaire; cela permettra d’améliorer de façon 

dirigée les traitements à base de MSC.  

1.2 La GvHD 

1.2.1 La transplantation de cellules souches hématopoïétiques 

L’utilisation de cellules souches hématopoïétiques (HSC) pour traiter certaines maladies, 

tels les déficits immunitaires et les hémopathies malignes, a débuté avec les travaux du Dr E. D. 

Thomas en 1955 (1). Malgré les complications et la mortalité précoce associées avec cette 

procédure au début de son introduction, on dénombre aujourd’hui plus de 50 000 

transplantations par année et le cap du million de transplantations a été atteint en 2013, selon le 

« Worldwide Network for Blood and Marrow Transplantation » (WBMT).  

La technique, les sources de HSC et les considérations ont évolué depuis 1959, 

notamment avec la découverte du système d’antigènes leucocytaires humains (HLA). La prise 

en compte et l’appariement des marqueurs HLA du patient et du donneur ont permis de 

grandement améliorer la survie des patients, en diminuant la maladie du greffon contre l’hôte 

(GvHD). Cette complication représente la cause de morbidité et de mortalité la plus importante 

chez les patients ayant recours à la greffe de HSC (HSCT).  
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Lors de la transplantation de cellules souches, d’autres cellules sont présentes dans le 

greffon, notamment les lymphocytes T. Ces cellules sont spécialisées dans l’élimination de 

cellules étrangères, alors lorsque les lymphocytes T transfusés avec les cellules souches ne sont 

pas identiques au receveur au niveau de leur HLA principalement, et possiblement au niveau 

d’autres antigènes encore mal étudiés, elles attaquent les cellules de l’hôte (2). Cette réaction 

immunitaire dirigée par les cellules du greffon détruit les cellules de plusieurs organes cibles 

sensibles du patient ; elle est nommée GvHD. 

Les HSC peuvent provenir de plusieurs sources : de la moelle osseuse, du sang 

périphérique après la mobilisation et du sang de cordon ombilical. Ces trois sources de cellules 

souches sont utilisées pour la greffe, bien qu’elles n’aient pas exactement les mêmes propriétés. 

Les différences dans l’incidence de GvHD selon les sources de cellules souches ont été 

éliminées avec les conditions de transplantation récentes (3).  

1.2.2 Manifestations et prévalence 

La GvHD représente la limitation clinique principale de la HSCT. En effet, jusqu’à 60% 

des patients transplantés subiront une GvHD aiguë (aGvHD) (4). Cette réaction a lieu tôt suite 

à la transplantation, typiquement avant le centième jour post-transplantation. Elle se manifeste 

au niveau de la peau, du tractus digestif et du foie (5). Pour chacun de ces tissus, un stade de 1 

à 4 est donné pour caractériser la gravité de l’atteinte (Tableau I); c’est critères sont dits objectifs 

puisqu’ils ne sont pas sujet à l’interprétation du clinicien. Le dernier critère, la performance 

clinique, est dite subjective et peut amener des différences d’interprétation entre les évaluateurs; 

elle représente la capacité générale du patient. Les stades sont ensuite compilés pour établir le 

grade, qui est un indicateur pronostic et sert à la gestion de la maladie (6). L’échelle de 

Glucksberg (Tableau II) se base sur tous les critères objectifs et subjectifs (6, 7). L’utilisation 

d’un critère subjectif et l’hétérogénéité dans la progression de la maladie de patients classés 

dans le même stade a amené la création d’une seconde échelle de classification (Tableau III), 

l’échelle de l’IBMTR (8).  

De plus, chez environ un tiers des patients, la réaction sera caractérisée comme sévère 

(d’un stade III à IV ou C à D selon les échelles de Glucksberg et de l’IBMTR respectivement), 

c’est-à-dire que la peau et les organes entériques sont plus gravement atteints (4, 7). Entre 30 et 
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60% des patients résistent aux corticostéroïdes, qui sont utilisés comme thérapie de première 

ligne (9). Après la thérapie de première ligne, d’autres traitements doivent être utilisés, mais la 

mortalité reste élevée (70%) malgré les traitements dans les formes sévères (9).  

La GvHD chronique (cGvHD) se présente normalement par définition après le centième 

jour suivant la transplantation. Comme dans l’aGvHD, la peau et le tractus digestif peuvent être 

atteints, mais d’autres organes peuvent aussi être attaqués, tels que les yeux, les poumons, les 

organes reproducteurs féminins et les articulations. Environ 10 à 70% des patients 

développeront ce type de GvHD dépendamment des conditions de transplantation et deux 

patients sur trois ne répondront pas aux corticostéroïdes qui représentent la thérapie de première 

ligne (10, 11).  

Tableau I – Stades cliniques par système d’organes 

Stade Peau Foie Tractus intestinal Performance 
clinique 

1 

Éruption 

maculopapulaire; < 25% 

BSA 

Billirubine 

sanguine 34 -50 

µM 

Diarrhée > 0.5 L/jour 

Activités 

normales 

2 

Éruption 

maculopapulaire; 25-

50% BSA 

Billirubine 

sanguine 51 - 102 

µM 

Diarrhée > 1 L/jour 

Activités intenses 

restreintes 

3 

Éruption 

maculopapulaire; > 50% 

BSA 

Billirubine 

sanguine 103 - 

255 µM 

Diarrhée > 1.5 L/jour 

Capable de soins 

personnels, mais 

alité < 50% du 

temps  

4 

Érythrodermie 

généralisée avec 

desquamation bulbeuse 

Billirubine 

sanguine > 255 

µM 

Douleur sévère avec 

ou sans iléus 

Soins personnels 

limités, mais alité 

< 50% du temps 

BSA : superficie corporelle. (Selon Thomas et al, 1975) 
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Tableau II – Gradation générale de la GvHD dite de Glucksberg 

Grade Peau Foie Tractus intestinal Performance 
clinique 

I 1-2 0 0 0 

II 1-3 1 1 1 

III 2-3 2-4 2-3 2 

IV 2-4 2-4 2-4 3 

(Selon Rowlings et al, 1997) 
 
 
Tableau III – Gradation générale de la GvHD dite de l’IBMTR 

Grade Peau  Foie  Tractus intestinal 

I 1 ou 0 ou 0 

II 2 ou 1-2 ou 1-2 

III 3 ou 3 ou 3 

IV 4 ou 4 ou 4 

(Selon Rowlings et al, 1997) 
 

1.2.3 Pathophysiologie 

Les dégâts liés à l’aGvHD sont causés par les lymphocytes T du donneur présents dans 

le greffon (2). Le récepteur du lymphocyte T (TCR) est situé sur les lymphocytes T et est 

responsable de l’activation de ces cellules. Le TCR reconnait les antigènes allogéniques, c’est à 

dire qui ne sont pas génétiquement identiques, présentés par les molécules du HLA. Cependant, 

une molécule HLA allogénique permet aussi une activation des lymphocytes T. Cette activation 

enclenche l’activité des lymphocytes T qui détruisent les organes cibles, principalement la peau, 

le foie et le tractus intestinal.  
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De plus, le patient qui reçoit la greffe est dans l’impossibilité d’éliminer ces cellules 

réactives puisque ses défenses immunitaires ont été grandement diminuées par la 

chimiothérapie. Afin de préparer la réception de la greffe et de favoriser l’implantation des 

cellules souches, le patient reçoit un conditionnement qui élimine la majorité de ses propres 

cellules immunitaires, le laissant susceptible à la GvHD (12). Le dernier facteur nécessaire à 

l’évolution de cette maladie est la présence, chez le patient, d’antigènes que le donneur 

n’exprime pas ou qui présentent des différences. Ces antigènes sont essentiellement, mais pas 

uniquement, les molécules HLA (2).  

Dans ces conditions, la GvHD se réalise en trois étapes. Premièrement, le dommage 

prégreffe au receveur favorisera les réactions inflammatoires. En second, les lymphocytes T du 

donneur seront activés par les antigènes allogéniques du receveur. Troisièmement, les cellules 

effectrices activées agiront par les voies cytotoxiques pour détruire les cellules étrangères.  

1.2.3.1 La réponse en cytokines 

Le conditionnement sert à préparer le patient à recevoir la greffe. Les cellules souches 

hématopoïétiques sont éliminées afin de créer une niche capable de recevoir de nouvelles 

cellules souches et d’empêcher le rejet de ces cellules. Il permet aussi d’éliminer des cellules 

sanguines transformées si le patient est atteint d’un cancer hématologique. Ce conditionnement 

peut comporter de la radiothérapie, de la chimiothérapie et/ou des immunosuppresseurs (12).  

Ce traitement est très agressif et entraine la mort de nombreuses cellules. La mort de ces 

cellules cause un relargage de facteurs intracellulaires, telle l’ATP, qui stimulent les cellules 

présentatrices d’antigènes (APC). La mort de cellules de la paroi intestinale permet aussi aux 

endotoxines bactériennes, qui sont de puissants activateurs des APC, de pénétrer jusqu’aux 

cellules de l’immunité innée et de les activer. Les principaux composants bactériens 

responsables de cette sensibilisation sont les lipopolysaccharides (LPS) et l’ADN, qui activent 

les récepteurs de type Toll-4 (TLR-4) et TLR-9 respectivement. Tous ces facteurs poussent les 

cellules innées à libérer des cytokines pro-inflammatoires en grande quantité. Les APC activés 

jouent aussi un rôle direct dans la GvHD en provoquant l’activation des lymphocytes T CD4+ 

(2, 5).  
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1.2.3.2 L’activation des cellules T 

La présence des APC activés et les cytokines activent de façon intense les lymphocytes 

T qui proviennent du greffon, ceux du patient étant fortement diminués suite aux prétraitements 

que le patient a reçus. La présentation antigénique au TCR par l’APC est le signal majeur 

d’activation des cellules T. C’est à cette étape que les différences HLA, les autres antigènes 

allogéniques du patient et les produits bactériens causent un signal de forte affinité au TCR. 

Cependant, ce signal dépendant du TCR n’est pas suffisant pour déclencher l’activation des 

lymphocytes T. Les signaux coactivateurs complémentaires absolument nécessaires à 

l’activation sont fournis par les axes B7/CD28/CTLA4, CD30/CD30L, CD40/CD40L, 

OX40/OX40L et ICOS/ICOS-L. Les ligands de ces complexes récepteurs/ligands sont aussi 

exprimés par les APC (2, 5).  

Une fois activées, les cellules T migrent vers les tissus typiquement touchés par les 

ravages de la GvHD. Cette étape est cruciale, puisque l’activation des lymphocytes se produit 

au niveau des organes lymphoïdes secondaires. Les cellules activées ont donc besoin de migrer 

pour effectuer les dégats observés dans la GvHD. Les APC ont aussi besoin de migrer vers les 

organes lymphoïdes secondaires pour aller activer les lymphocytes. Les récepteurs de 

chimiokines, notamment CCR2, CCR5, CCR6 et CCR7, font partie des signaux responsables 

de ces migrations. Par exemple, lorsque le récepteur CCR5 est absent à la fois chez le patient et 

le donneur, les patients sont très protégés de la GvHD au niveau du tractus intestinal. Le 

récepteur CCR5 permet aussi la migration de cellules vers le foie, mais dans ce cas, en l’absence 

de CCR5, le récepteur CCR1 agit de façon redondante (13).  

1.2.3.3 Les lésions 

La dernière étape est la phase où les dégâts sont produits contre la peau, le tractus digestif 

et le foie. Ces dommages sont créés par l’attaque des organes cibles par les cellules T 

cytotoxiques (2, 5). En exerçant leur effet de mort cellulaire, les T CD8+ provoquent une 

amplification de l’activation des T et une augmentation de la sécrétion des cytokines 

inflammatoires. Les cytokines les plus couramment élevées dans le contexte de la GvHD sont 

le TNF-α, l’IL-1β, et l’IL-6, mais il est possible que les cytokines de type Th2 (IL-17, IL-23 et 
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d’autres) soient augmentées. L’inflammation est exacerbée et se transforme alors en une 

« tempête » inflammatoire soutenue par une boucle de renforcement positif (2).  

1.2.4 Les facteurs de risque 

Au-delà des statistiques, certains facteurs bien décrits sont à tenir en compte dans le 

processus de transplantation, car ils peuvent augmenter le développement et la sévérité de la 

GvHD. Ces facteurs concernent en majorité le choix du greffon et comportent principalement : 

le niveau de disparité des HLA et le niveau de parenté entre le donneur et le patient, ainsi que 

le tissu d’où sont extraites les cellules souches (4, 14).  

1.2.4.1 L’appariement HLA 

Le HLA est le complexe majeur d’histocompatibilité (MHC) que l’on retrouve chez 

l’humain. Le MHC est un complexe de gènes pour des protéines impliquées dans la présentation 

des antigènes; il est composé de plusieurs gènes répartis en deux classes aux fonctions 

complémentaires. Les gènes de la classe I sont exprimés sur toutes les cellules nucléées. Leur 

fonction est de permettre la reconnaissance des cellules du soi et du non-soi de même que les 

cellules infectées ou transformées. Six gènes sont exprimés dans ces locus (HLA-A, B, C, E, F, 

G), mais trois d’entre eux (HLA-E, F, G) produisent des protéines qui ont pour ligand des cibles 

différentes du TCR ou inconnues. Onze des autres gènes présents ne sont pas traduits en 

protéines et sont communément appelés des pseudogènes. Les gènes des locus A, B et C 

produisent une protéine globuline à trois domaines, possédant des hélices alpha et un feuillet 

plissé. Chaque chaine s’associe à la β2-microglobuline afin d’être exprimée à la surface. Les 

molécules de classe I sont donc des hétérodimères (15).  

La classe II comporte quant à elle deux chaines semblables pour chaque molécule, une 

chaine α et une chaine β. Ces protéines sont des globulines à deux domaines, composées 

d’hélices alpha et de feuillet plissé, et ne contiennent pas de β2-microglobuline. Les HLA de 

classe II sont exprimés par les APC, et sont surtout limités au compartiment hématopoïétique. 

Leur expression est variable et peut être stimulée par des conditions activatrices, comme la 

présence de certaines cytokines ou de composants viraux ou bactériens. Les protéines des 

régions DR, DQ et DP sont exprimées à la surface cellulaire et servent à la présentation des APC 

aux cellules T CD4+. Les protéines des régions DM et DO servent au chargement des antigènes 
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dans le HLA. Les deux chaines, la chaine α et la chaine β des récepteurs de classe II n’ont pas 

exactement la même variabilité ni la même fonction, bien qu’elles soient semblables. Les 

chaines β sont plus polymorphiques et sont produites par les gènes DRB1 et DQB1 (15).  

Dans le cadre de la transplantation, l’appariement est effectué sur dix allèles, soit les 

deux allèles (maternel et paternel) de chacun des gènes des HLA-A, B, C, DRB1 et DQB1 (15). 

L’appariement est important puisqu’une molécule HLA allogénique active les cellules T, qui 

causent alors la GvHD. Les TCR sont sélectionnés dans leur développement pour ne pas et 

réagir lorsqu’ils rencontrent des antigènes autologues présentés par un HLA lui aussi autologue. 

Le TCR reconnait normalement les antigènes allogéniques sur les molécules du HLA de cellules 

autologues. Cependant, la liaison avec une molécule du HLA étrangère est reconnue comme 

allogénique par certains TCR, et est donc activatrice pour les lymphocytes T. Ces lymphocytes 

alloréactifs sont bien plus prévalents que les lymphocytes spécifiques contre les antigènes 

étrangés (16).  

Bien que les technologies de typage soient grandement améliorées et qu’il soit possible 

d’éliminer totalement la présence de disparités pour les molécules HLA ciblées lors des greffes, 

les gènes ayant des rôles immunitaires situés à proximité ne sont pas étudiés. Même lorsque les 

HLA sont identiques, les patients recevant de donneurs non apparentés ont encore 30% de risque 

de développer une aGvHD au jour 100 après la greffe (14). Il est plausible que ces gènes, tel le 

« tumor necrosis factor » (TNF)-α, puissent influencer le résultat de la greffe (17).  

Le TNF-α est une cytokine inflammatoire sécrétée par des cellules du système 

immunitaire. Elle aboutit sur de nombreux effets et cause notamment l’apoptose, ou la mort 

cellulaire dans les tissus. Plusieurs polymorphismes ont été dénombrés et associés avec un 

risque accru de GvHD ou un risque de développer une maladie plus sévère. La présence des 

allèles d4 et d5 chez le donneur ou encore un défaut d’appariement au niveau du polymorphisme 

TNF-1031 sont des exemples bien répertoriés de telles associations (18).  
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Tableau IV - La diversité HLA 

Les données utilisées pour créer ce tableau proviennent de la version 3.22 de la base de données 
IMGT/HLA, accédée au 2 novembre 2015 (19, 20). 

Classe Locus Nombre d’allèles Nombre de protéines 

Classe I HLA-A 3285 2313

 HLA-B 4077 3011

 HLA-C 2801 1985

 HLA-E 18 7

 HLA-F 22 4

 HLA-G 51 17

 Pseudogènes 43 0

 Total de la classe I 10297 7337

Classe II HLA-DRA 7 2

 HLA-DRB 1932 1412

 HLA-DQA1 54 32

 HLA-DQB1 876 595

 HLA-DPA1 42 21

 HLA-DPB1 587 480

 HLA-DMA 7 4

 HLA-DMB 13 7

 HLA-DOA 12 3

 HLA-DOB 13 5

 Total de la classe II 3543 2561
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1.2.4.2 Liens familiaux 

Lorsque le greffon provient d’un individu issu de la même famille que le patient, les 

risques de développer la GvHD sont moindres comparativement à un donneur non apparenté. Il 

a été avancé que les antigènes mineurs d’histocompatibilité pouvaient entrer en jeu (21-23). Ce 

groupe d’antigènes est connu depuis longtemps et inclut de nombreux et variés antigènes (24, 

25). Une disparité dans les antigènes HA-1, 2, 4 et 5 augmente la GvHD (22). Même dans les 

cas où le donneur est apparenté, l’antigène mineur HA-8 a un impact sur les risques associés à 

la HSCT (26). Comme ces antigènes mineurs ne sont pas vérifiés systématiquement lors de la 

HSCT, l’utilisation d’un donneur apparenté permet d’accroitre les chances de posséder une 

grande proportion d’antigènes mineurs identiques. Avec ces considérations, un membre familial 

identique pour le HLA reste un donneur de premier choix (Figure 1) (27).  

Les « killer immunoglobulin-like receptors » (KIR) sont les récepteurs des cellules NK 

qui contrôlent leur activation. Il s’agit d’un groupe de récepteurs activateurs et inhibiteurs qui 

reconnait principalement les molécules du HLA  

Figure 1 - Schéma de sélection des donneurs 
L’algorithme suivant est généralement accepté pour la sélection typique des donneurs de cellules
souches hématopoïétiques pour le traitement des maladies malignes : si un donneur apparenté 
compatible n’est pas disponible, un donneur non apparenté (MUD) est sélectionné; si un MUD 
n’est pas disponible, les choix incluent un donneur non apparenté ayant une incompatibilité 
HLA, une greffe de cordon simple ou double (pouvant contenir jusqu’à deux incompatibilités
HLA) et un donneur haploidentique (apparenté). (Image réimprimée avec la permission de
Medscape Drugs & Diseases (http://emedicine.medscape.com/), 2015, disponible 
au: http://emedicine.medscape.com/article/208954-overview) 
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1.2.4.3 La source du greffon 

Le greffon peut provenir de plusieurs tissus : du sang périphérique, de la moelle osseuse 

et du sang de cordon ombilical. Des études récentes montrent que la greffe de sang de cordon 

diminue en général les risques de GvHD, lorsque comparée à la greffe de cellules du sang 

périphérique ou de cellules de la moelle osseuse (14, 28). Il est intéressant de noter que dans ces 

études, les cordons peuvent être greffés en possédant plus de dissemblances avec le patient au 

niveau du HLA que les autres sources de cellules souches (14). La plus grande permissivité des 

cordons permet d’améliorer la recherche de greffons compatibles. Un obstacle à leur utilisation, 

par contre, est le faible contenu cellulaire des cordons comparativement aux prélèvements de 

moelle osseuse ou d’aphérèse. Plus d’un cordon est donc souvent nécessaire pour un patient 

adulte. Les différences entre les sources de cellules souches pourraient en partie s’expliquer par 

la différence dans le contenu en cellules T matures, qui sont directement impliqués dans la 

pathogénèse de la GvHD. Le sang périphérique est le plus riche en cellules T matures des trois 

tissus, suivi par la moelle osseuse et le sang de cordon (29).  

1.2.4.4 Autres facteurs influençant la GvHD 

Le sexe du donneur et du receveur est également à considérer. Tous les autres paramètres 

étant égaux, le transfert de cellules d’un individu à un individu du sexe opposé permet à certains 

antigènes mineurs d’histocompatibilité spécifiques au genre de déclencher la cascade de la 

GvHD. Ce phénomène est plus prononcé chez les hommes recevant un greffon d’une femme en 

raison de la présence des antigènes du chromosome Y (30).  

Le statut sérologique du cytomégalovirus (CMV) est aussi vérifié lors d’une HSCT. Près 

de 60% de la population est positive pour le CMV. Les individus immunocompétents infectés 

n’ont aucun symptôme, ils ont simplement des anticorps dirigés contre ce virus. Le virus peut 

toutefois être transmis par le greffon si le donneur est porteur. Chez le patient immunosupprimé, 

comme dans la HSCT, il y a un risque que le CMV se réactive; il y a un lien entre la réactivation 

du CMV et l’incidence de la GvHD (31).  

1.2.5 Les traitements actuels 

Dès la transplantation de cellules souches effectuée, il est nécessaire de fournir un 

traitement immunosuppresseur prophylactique aux patients. Sans ce traitement, la grande 
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majorité des patients subira une GvHD et en mourra. Comme ces agents inhibent la 

reconstitution immunitaire, un équilibre doit être atteint; le patient doit pouvoir se défendre 

contre les microorganismes, tout en évitant la GvHD. 

1.2.5.1 Traitements préparatoires 

Avant même la greffe, certains paramètres peuvent être contrôlés pour diminuer 

l’incidence et la gravité de la GvHD. Les traitements d’induction sont des traitements agressifs 

qui causent des dégâts cellulaires substantiels. Ces dommages initient alors le cycle de la GvHD 

(2, 5). Des protocoles de conditionnement variés ont été développés pour élargir le nombre de 

patients admissibles à la HSCT (Figure 2); parmi ces traitements, les conditionnements à 

intensité réduite semblent promettre des niveaux de GvHD plus faibles que dans les autres 

traitements (32). Les patients recevant une thérapie préparatoire non myéloablative ont 

généralement moins de risque de nécessiter des thérapies immunosuppressives intenses après la 

greffe (Figure 3) (33).  

Figure 2 – Sélections de régimes de conditionnement d’intensités variées 
BU indique le busulfan; CY, la cyclophosphamide; TBI, l’irradiation totale du corps; FLU, la 
fludarabine (différents horaires d’administration); AraC, l’arabinoside de cytosine; ATG, les
globulines anti-thymocytes (ou thymoglobulines); et 135I, un anticorps anti-CD45 couplé à du 
135I. * « haute dose » de TBI (800-1320 cGy). † « faible dose » de TBI (200-400 cGy). (Deeg et 
Sandmaier, 2010) 
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Un autre point d’action sur le développement de la GvHD est la modification du greffon. 

Plusieurs stratégies ont été approchées avec des résultats prometteurs, mais certains effets 

secondaires sont à considérer. La plus importante modification du greffon consiste à retirer les 

lymphocytes T (déplétion des lymphocytes T), qui causent la GvHD, et à transplanter la fraction 

restante qui contient les cellules souches. Bien que ce traitement soit très efficace pour diminuer 

les risques de GvHD, il diminue la réponse immune immédiatement après la greffe et rend le 

patient plus vulnérable aux infections. De plus, l’effet GvL est aussi diminué par l’élimination 

des cellules T du greffon. D’autres stratégies plus raffinées ont alors été proposées, tel que la 

Figure 3 – Utilisation de la prednisone pour le traitement de la GvHD après des 
conditionnements myéloablatifs ou non myéloablatifs 
(A) Temps à l’initiation de la thérapie à la prednisone pour la GvHD. (B) Proportion des patients
dans le groupe non myéloablatif (n=44) et dans le groupe myéloablatif (n=52) continuant le
traitement à la prednisone dans les douze mois suivants la transplantation. Panneau du haut,
donneurs apparentés; panneau du bas, donneurs non apparentés. (Mielcarek et al., 2003) 
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déplétion des lymphocytes T naïfs uniquement, puisqu’il a été montré que les lymphocytes T 

responsables de l’initiation de la GvHD sont essentiellement les lymphocytes T naïfs contenus 

dans le greffon (2, 34). Les marqueurs de surface CD45RA et CD62L sont spécifiquement 

présents sur cette sous-population. Bien qu’une partie des lymphocytes T soient retirés du 

greffon, les lymphocytes T mémoire restants permettent au patient greffé de répondre aux 

pathogènes. Tous les pathogènes ne seront pas alors ciblés, seuls ceux contre lesquels le donneur 

de cellules souches a développé une immunité avant la greffe. Le cas de figure où cette stratégie 

n’éliminerait pas les cellules réactives responsables de la GvHD serait par exemple l’éventualité 

où le donneur a déjà été exposé à certains antigènes allogéniques du patient, par exemple si le 

donneur est une femme ayant déjà été exposée à certains antigènes (issus du père de l’enfant) 

lors d’une grossesse. Cette exposition permettrait aux cellules naïves réactives contre ces 

antigènes de devenir des cellules mémoires et de faire partie de la sélection(34).  

1.2.5.2 Traitements prophylactiques 

Il y a une absence de consensus sur les traitements entre les centres de greffe et entre 

tous les pays. Les traitements prophylactiques utilisés comportaient principalement de la 

cyclosporine A (CsA) (35, 36). Ce composé est retrouvé aussi dans les traitements pour les 

patients ayant subi un traitement à intensité réduite. Son fonctionnement passe par le blocage de 

l’action de la calcineurine (37). Lors de l’activation des cellules T, une augmentation du calcium 

intracellulaire se produit, ce qui induit une modification et une activation de la calcineurine. Le 

rôle de cette protéine est de déphosphoryler le NFAT, qui est un facteur de transcription 

responsable de l’expression des gènes de l’interleukine (IL)-2 et d’autres cytokines. La 

déphosphorylation de NFAT lui permet d’entrer dans le noyau, donc la CsA inhibe ce processus. 

La CsA diminue donc toutes les réponses T, ce qui diminue la réponse immune des patients. Ce 

composé est de plus néphrotoxique ce qui représente une limitation sérieuse (36, 37). La dose 

initiale se situe autour de 3 mg/kg et, en absence de GvHD, le traitement est discontinué suite à 

une diminution progressive de la dose. Cette diminution a lieu entre les deux à douze mois après 

le début de la thérapie (35).  

D’autres immunosuppresseurs sont souvent inclus avec la cyclosporine : le méthotrexate 

(MTX) ou le mycophénolate mophétyl (MMF). Le MTX est plus souvent inclus dans les 
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traitements préventifs chez les patients ayant subi un protocole myéloablatif, alors que le MMF, 

qui a une action immunosuppressive bien plus puissante, est plus couramment utilisé dans les 

cas de régime à intensité réduite (35). Le MTX est un antinéoplasique qui agit négativement sur 

la voie de métabolisme du folate, voie qui entre dans la production de novo des purines et 

pyrimidines (36). Il est administré à trois ou quatre reprises selon les centres, à des doses 

maximales de 15 mg/m2 (35). Le MMF empêche la synthèse des purines, un composant de 

l’ADN, spécifiquement sur les lymphocytes, ce qui bloque leur prolifération cellulaire (36, 38, 

39). Environ 1 à 3 g par jour sont donnés aux patients, pour une durée pouvant aller jusqu’à 2 

mois en moyenne (35).  

Le tacrolimus, un autre inhibiteur de la calcineurine, peut être substitué dans certains cas 

à la CsA, avec des conditions d’administration semblables à celles de la CsA (35). Les 

globulines anti-thymocytes sont des préparations d’anticorps équins ou encore de lapins dirigés 

contre les lymphocytes T humains après l’injection aux animaux de cellules de thymus humains, 

qui contiennent principalement des lymphocytes T (72%)(36). Cela donne aussi des anticorps 

dirigés contre des cibles non spécifiques retrouvées sur d’autres cellules du système immunitaire 

(40). Des doses autour de 7.5 mg/kg sont données en 2 à 4 jours (35). De façon comparable, 

l’alemtuzumab, un anticorps monoclonal anti-CD52, entraîne une déplétion des lymphocytes T. 

Cette stratégie porte le nom de sérothérapie ou déplétion in vivo.  

Les corticostéroïdes sont utilisés dans certains centres en prévention, mais ils ne 

constituent pas une norme dans ce contexte (35).  

1.2.5.3 Traitements de l’aGvHD 

En première ligne de traitement figurent ici les corticostéroïdes (35, 41). Les 

corticostéroïdes ont des effets qui peuvent être séparés en deux axes : les effets 

minéralocorticoïdes et glucocorticoïdes. Ceux qui sont utiles pour supprimer les réponses 

immunes sont les glucocorticoïdes, les corticostéroïdes les plus utilisés sont la 

méthylprednisolone, la prednisone et la prednisolone (35, 36, 41). Ces composés sont aussi les 

moins puissants, ce qui permet de limiter les effets secondaires liés à ces médicaments (36). Les 

doses débutent généralement à 2 mg/kg/jour, exception faite des cas où la GvHD implique 

précisément le tractus digestif (35, 41). Certaines études ont investigué des dosages plus élevés, 
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mais n’ont trouvé aucune amélioration à ces traitements (41). Une proportion importante, soit 

30 à 60%, des patients possèdent ou développent une résistance aux corticostéroïdes (9).  

En cas de résistance aux stéroïdes, les patients reçoivent alors des traitements de seconde 

ligne. Il n’y a pas de consensus sur ces traitements et ils sont souvent personnalisés (35, 41). 

Ces traitements incluent majoritairement le MMF ou des anticorps anti-TNF (35).  

1.3 Les cellules stromales mésenchymateuses 

Les cellules stromales mésenchymateuses (MSC) sont, par définition, des cellules 

multipotentes. Elles sont donc aussi appelées cellules mésenchymateuses souches. Ce sous-type 

de cellules possède une définition assez large : elles présentent un éventail de marqueurs de 

surface, notamment le CD73, CD90 et le CD105; mais ne possèdent pas certains autres 

marqueurs (CD11b ou CD14, CD19 ou CD79α, CD34, CD45 et le MHC de classe II). De plus, 

leur capacité de différentiation est un facteur d’identification supplémentaire : les MSC sont 

capables, dans des conditions ad hoc, de se différentier en ostéoblastes, en adipocytes ou en 

chondrocytes qui appartiennent à la lignée mésodermique (42). Certains articles démontrent 

aussi que ces cellules multipotentes peuvent générer des cellules se comparant aux neurones ou 

aux cellules pancréatiques et des hépatocytes, ce qui ferait plutôt d’elles des cellules 

pluripotentes (43).  

1.3.1 Tissus d’origine 

Les MSC peuvent être isolées à partir de plusieurs tissus (44). Les MSC ont 

originalement été décrites dans des explants de la moelle osseuse de cobayes en 1970 (45). Les 

auteurs ont remarqué une population de précurseurs fibroblastiques, adhérents au plastique et 

avec une bonne capacité de prolifération. Les autres caractéristiques ont été définies 

subséquemment, mais des cellules partageant ces caractéristiques ont été découvertes dans la 

majorité des autres tissus (44). Parmi les sources les plus prometteuses pour des visées 

thérapeutiques nous retrouvons : le cordon ombilical (à la fois le sang de cordon (46) et le cordon 

lui-même avec les péricytes et le stroma (47)), les tissus adipeux (48) et le placenta (49). Certains 

autres tissus sont aussi étudiés comme source de MSC, comme la pulpe dentaire (50), le fluide 

amniotique (51), les muscles squelettiques (52) et les membranes synoviales (53).  
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1.3.2 Hétérogénéité 

Malgré leur appellation commune de MSC, les cellules issues de tissus différents 

possèdent des particularités différentes. Les marqueurs de surface de ces cellules d’origines 

différentes ont été étudiés, et bien que certains marqueurs soient conservés et permettent de 

définir les MSC, d’autres ont une expression exclusive à certaines sources (54).  

En dépit de toutes ces différences, les MSC de différentes sources possèdent de 

nombreuses caractéristiques identiques (Figure 4). La capacité de moduler le système 

immunitaire du receveur reste un facteur conservé par une majorité des MSC (55-57). De plus, 

Figure 4 – Hétérogénéité des MSC 
Les cellules mésenchymateuses souches isolées et multipliées à partir de sources diverses sont
caractérisées par un ensemble minimal de critères qui les définissent et peuvent être utilisées
dans plusieurs lignes de recherche et applications thérapeutiques. (Vemuri, Chase et Rao, 2011)
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les cellules extraites de la moelle osseuse, du sang de cordon ombilical et des tissus adipeux ont 

des ressemblances selon des données d’analyses de transcription et d’expression protéiques dans 

ces types cellulaires (58).  

À l’intérieur d’une population, les MSC sont aussi hétérogènes. Par exemple, les MSC 

peuvent être séparées en sous-populations distinctes selon leur expression de CD56, de CD271 

et du mesenchymal stem cell antigen-1 (59).  

Cette hétérogénéité rend difficile la recherche sur ce type cellulaire. En effet, il est encore 

indéterminé si toutes ces cellules constituent une seule population, bien qu’hétérogène, ou 

encore plusieurs lignées de cellules aux propriétés entièrement différentes (44). De plus, suite à 

l’activation par différents ligands du TLR peut induire des phénotypes pro ou anti-

inflammatoires. Par exemple, une stimulation du TLR4 semble favoriser la voie pro-

inflammatoire et augmenter la prolifération des cellules immunitaires stimulées alors que 

l’activation du TLR3 induit l’effet inverse (60).  

1.3.3 Utilisations cliniques potentielles 

Plusieurs propriétés des MSC les rendent attirantes pour l’utilisation en clinique. La 

différentiation en plusieurs types cellulaires (Figure 4) pourrait permettre d’améliorer la 

réparation tissulaire dans certains cas. Ces caractéristiques pourraient notamment aider dans les 

cas de dommages aux tissus nerveux. Comme les MSC peuvent, sous certaines conditions, être 

différentiées en neurones, ils pourraient aider à régénérer les tissus nerveux (61, 62). Cela 

représenterait une grande avancée puisque ces tissus ont très peu de capacité régénérative et les 

traitements actuels pour les dommages aux nerfs et au cerveau sont très limités. D’ailleurs, 

plusieurs essais cliniques sont en cours en Chine ou il est question de l’utilisation de MSC pour 

le traitement de dommages neuronaux.  

Jusqu’à présent, 610 études cliniques portant sur les MSC ont été enregistrées auprès des 

bases de données de ClinicalTrials.gov et du Système d'enregistrement international des essais 

cliniques (ICTRP) qui sont administrées par les National Institutes of Health (NIH) et 

l’Organisation mondiale de la santé (OMS) respectivement. L’obligation d’enregistrer les études 

cliniques avant le début du recrutement, demandée par l’International Commitee of Medical 

Journal Editors (ICJME), permet d’avoir les données à jour sur les études cliniques en cours. 
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Parmi ces études utilisant les MSC, 51 concernaient le traitement ou la prévention de la GvHD, 

ce qui représente près de 10 % des études sur le MSC. Les détails de la recherche sont présentés 

à l’Annexe A. D’autres utilisations potentielles incluent entre autres le traitement du diabète de 

type II ou de la colite ulcéreuse, applications pour lesquelles les propriétés immunosuppressives 

des MSC pourraient être également primordiales.  

Parmi les études cliniques faisant l’usage de MSC pour traiter la GvHD, l’étude clinique 

portant sur le produit Prochymal a engendré beaucoup de discussions. Cette étude n’a pas 

démontré d’effets cliniques sur une population hétérogène. Par contre, ce même traitement 

semble avoir des effets bénéfiques chez les patients pédiatriques plus particulièrement (63).  

1.3.4 Mécanisme d’immunomodulation 

Une des grandes questions scientifiques dans ce domaine concerne le mécanisme 

immunomodulateur des MSC, qui reste encore en grande partie largement incompris (64). 

Plusieurs mécanismes ont été proposés pour expliquer l’immunomodulation effectuée pas les 

MSC : la prostaglandine E2 (PGE2), le « TNF-α stimulated gene/protein 6 » (TSG-6), l’IL-1RA, 

l’IL-10, l’indoleamine 2,3-dioxygénase (IDO1), le HLA-G5, le « transforming growth factor »-

β (TGF-β), les galectines, l’adénosine et les voies FAS, « programmed cell death protein 1 » 

(PD-1) et Notch, mais aucun de ces mécanismes ne résume à lui seul l’activité 

immunomodulatrice des MSC (65).  

1.3.4.1 L’enzyme IDO1 

De tous ces médiateurs, l’enzyme IDO1 est probablement le plus étudié. La protéine 

IDO1 est une enzyme qui dégrade l’acide aminé tryptophane par la voie des kynurénines. Ces 

métabolites sont analogues au composé kynurénine, qui donne son nom à ce groupe de 

molécules. Dans un contexte métabolique, cette voie se termine par la production du cofacteur 

NAD+. Cette fonction est analogue à celle de l’enzyme tryptophane-2,3-dioxygénase, mais son 

affinité pour son substrat est plus forte, lui permettant de diminuer plus efficacement le niveau 

de tryptophane. La sécrétion de l’enzyme IDO1 dans les cellules en général est induite par les 

signaux inflammatoires, principalement l’interféron γ (IFNγ), mais le récepteur aux 

hydrocarbones (AhR) a aussi été montré comme régulateur de IDO1 (66, 67). 
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Les implications immunitaires d’IDO1 ont débuté avec la découverte de sa présence dans 

le placenta. En effet, son expression protège le fœtus du rejet lors de la grossesse. De plus, 

certaines cellules tumorales expriment IDO1 et les patients avec de telles cellules ont un 

pronostic défavorable (66). Ces informations suggèrent qu’IDO1 possède un rôle 

immunosuppresseur; or il a été démontré que des cellules exprimant IDO1 inhibent la réponse 

des cellules T (68, 69). Bien que la déplétion de tryptophane soit mise en cause dans cette 

inhibition, il semblerait que la kynurénine ait un effet sur l’activation de mécanismes de 

tolérance immunitaire (70, 71). Néanmoins, l’implication d’IDO1 dans l’immunosuppression 

des MSC reste controversée.  

L’IDO1 peut aussi avoir d’autres fonctions que son activité enzymatique. Certaines 

évidences pointent vers des capacités adaptatives de cette protéine en fonction de 

l’environnement, et plus particulièrement en fonction des cytokines (72). Ces autres fonctions 

sont indépendantes de sa capacité à métaboliser le tryptophane (73). Par exemple, la présence 

de TGF-β permet à la kinase Fyn de phosphoryler IDO1, ce qui induit la voie NF-κB non 

classique et favorise un phénotype de tolérance (72). Au contraire, IDO1 pourrait aussi être 

différemment phosphorylé au niveau d’un groupe ITIM en présence d’IL-6, une cytokine pro-

inflammatoire, ce qui lui permettrait de former un dimère avec SOCS3. Le facteur SOCS3 

permettrait alors la dégradation d’IDO1 pour limiter la suppression immune (72).  

1.3.4.2 Le PGE2 

Le PGE2 est un dérivé de l’acide arachidonique. L’acide arachidonique est relâché suite 

à l’action de la phospholipase A2 sur la bicouche lipidique qui constitue la paroi cellulaire. 

Après le détachement de l’acide arachidonique, celui-ci est transformé par la cyclooxygénase 

(COX) constitutive, COX-1, et la COX-2 qui est inductible. Cette réaction est limitante, c’est 

elle qui limite la production des molécules en aval. Ces voies sont générales et sont nécessaires 

à la formation de tous les dérivés de l’acide arachidonique. Sous l’action des COX, la 

prostaglandine H2 est produite et est transformée par les prostaglandine E synthases en PGE2. Il 

y a quatre récepteurs pour la PGE2, les récepteurs EP1, EP2, EP3, et EP4, avec plusieurs voies 

signalétiques en aval. La production des prostaglandines peut se faire dans toutes les cellules 

nucléées (74).  
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Le PGE2 a des effets suppresseurs sur les cellules du système immunitaire inné, à 

l’exception des mastocytes, qui sont recrutés et activés par cette prostaglandine. La capacité 

cytotoxique des cellules NK, les fonctions phagocytiques des macrophages et la différenciation 

des DC sont entre autres affectées par le PGE2. Le système immun adaptatif est lui aussi affecté 

par les effets du PGE2. La balance des types de réponses T est déviée des fonctions Th1 vers 

des réponses Th2 et Th17, qui sont moins destructrices en général. La suppression du phénotype 

Th1 est aussi dépendante des effets du PGE2 sur certains sous-types cellulaires de l’immunité 

innée, tels les monocytes et DC. En plus de limiter l’action des cellules inflammatoires, le PGE2 

est un inducteur de cellules suppressives, tels les Tregs et les macrophages suppressifs et les 

cellules suppressives myéloïdes (74).  

1.3.4.3 Le lactate 

Le lactate est un métabolite de la respiration glycolytique anaérobique. Il est produit par 

la réduction du pyruvate par l’enzyme lactate déhydrogénase (LDH) et oxide le NADH en 

NAD+, qui est nécessaire pour la voie glycolytique. La réaction de transformation du pyruvate 

en lactate est réversible (75). Trois gènes différents codent pour des enzymes de type LDH, 

LDHA, LDHB et LDHC. L’expression du gène LDHC est spécifique aux testicules et 

spermatozoïdes et est primordiale dans la fertilité des individus mâles (76). Les protéines LDH-

M et LDH-H (produites par les gènes LDHA et LDHB respectivement) sont, quant à elles 

retrouvées dans tous les types cellulaires. Les protéines LDH-M et LDH-H forment des 

hétérotétramères, il y a cinq combinaisons (isoformes) possibles avec des différences 

d’expression selon les tissus (77).  
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Le lactate, bien qu’il soit un métabolite, possède des récepteurs et peut agir comme un 

intermédiaire de signalisation. Le lactate peut activer la voie NF-κB à l’intérieur des cellules 

(78). Un récepteur extracellulaire, HCAR1, aussi connu comme gp81, a été découvert comme 

un récepteur du lactate (79). Les transporteurs de la famille MCT servent, entre autres, au 

transport du lactate. Cette famille comporte quatre transporteurs, MCT1 à MCT4.  

Par ces activités métaboliques et signalétiques, le lactate agit comme un modulateur de 

l’immunité (Figure 5) (78). En présence de lactate, la différentiation de DC est compromise, ce 

type de cellules étant très efficace pour activer les lymphocytes T (80). De plus, l’expression 

des TLR est diminuée sur les cellules innées du système immunitaire en présence de lactate 

Figure 5 – Illustration du lactate comme un joueur clé dans le cancer 
DC, cellules dendritiques; EC, cellule endothéliale; GLUT, transporteur du glucose; IL, 
interleukine; HAT, acétylase d’histone; LDH, lactate déhydrogénase; MCT, transporteur
monocarboxylate; PEP, phosphoénolpyruvate; PGAM, phosphoglycérate mutase; PPP, voie du 
pentose phosphate; ROS, espèces réactives de l’oxygène; TAF, fibroblaste tumeur-associé.
(Hirschhauser, Sattler et Mueller-Klieser, 2011) 
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(81). L’activité des cellules NK est aussi diminuée par la présence de lactate (82). L’effet du 

lactate n’est pas limité aux cellules de l’immunité innée. Les cellules T activées utilisent 

principalement la glycolyse comme source d’énergie, mais l’export de lactate est inhibé lorsque 

la concentration extracellulaire est plus élevée, puisque les transporteurs MCT utilisent un 

gradient pour exporter leurs substrats. Cette accumulation de lactate bloque le métabolisme, et 

donc la prolifération des lymphocytes T (83).  

1.4 CRISPR 

1.4.1 Origine du système CRISPR 

La technologie de CRISPR/Cas9, plus souvent appelé simplement CRISPR, a été 

développée à partir de composants d’un système immunitaire adaptatif retrouvé chez certaines 

bactéries et originalement identifié chez Escherichia coli (84). Trois types existent, mais les 

outils de génie génétique sont basés sur les systèmes de type II. Les systèmes de type I et III 

génèrent des dégradations de l’ADN qui ne sont pas ciblées, mais qui sont plutôt une digestion 

progressive de l’acide nucléique. Le type II quant à lui génère une coupure dans la double hélice, 

mais n’a pas d’activité exonucléase (85).  

Le système bactérien de type II comprend trois composants effecteurs, les « clustered 

regularly interspaced short palindromic repeats » (CRISPR), le tracrARN et la protéine Cas9. 

La région CRISPR permet la production de plusieurs ARN courts, les crARN, comportant une 

séquence d’environ 20 nucléotides d’homologie avec le génome d’un virus pathogénique (le 

proto-espaceur) et une séquence de dimérisation au tracrARN. C’est ce composant du système 

qui en assure la spécificité. Le tracrARN lie à la fois le crARN et la protéine Cas9, une 

endonucléase. Une fois assemblé, ce système est dirigé vers des séquences ADN 

complémentaires au proto-espaceur. Une fois localisé, la protéine Cas9 induira une cassure 

double brin sur l’ADN. Afin d’éviter les dommages au génome bactérien, un motif associé au 

proto-espaceur (PAM), absent de la région CRISPR chez la bactérie, doit être présent pour que 

la coupure ait lieu. Ce PAM est spécifique à chaque bactérie. Pour faire une coupure sur une 

double hélice d’ADN, deux points sont requis : le proto-espaceur doit être complémentaire à la 

séquence et la zone ciblée doit avoir un PAM directement adjacent à la séquence 

complémentaire (85).  
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Le système de type II comporte aussi les protéines Cas1, Cas2 et peut comprendre Csn2 

ou Cas4 (85). Ces protéines ainsi que Cas9 sont importantes dans l’adaptation, c’est-à-dire 

l’incorporation de nouveaux fragments proto-espaceurs dans la région CRISPR chez la bactérie 

(86).  

1.4.2 Adaptation du système CRISPR pour le génie génétique 

Pour l’utilisation en génie génétique, la technologie CRISPR a été adaptée et simplifiée. 

Tout d’abord, le crARN et le tracrARN ont été fusionnés en une seule séquence (87). Le nom 

de séquence guide ARN (sgARN) a été donné à cet ARN. Les protéines nécessaires pour 

l’adaptation du système, mais qui ne sont pas requises pour la partie effectrice du système ont 

été éliminées. Le système d’édition génétique consiste donc en un sgARN et la protéine Cas9. 

Plusieurs outils ont été créés pour faciliter le développement de sgARN tel l’outil E-CRISP (88). 

Plusieurs vecteurs ont aussi été fabriqués pour rendre plus faciles le clonage et l’utilisation des 

séquences créées (89).  

La protéine Cas9 de Streptococcus pyogenes est parmi les plus utilisées en génie 

génétique. Elle est priorisée en raison de sa séquence PAM restreinte à NGG et elle a été assez 

bien caractérisée. La limitation du PAM à NGG est à la fois une limitation et un atout. Tous les 

endroits de l’ADN d’une cellule ne peuvent être ciblés puisque la séquence NGG doit être 

absolument présente, mais cela diminue fortement le risque de rencontrer des cibles secondaires 

indésirées. Cependant, la restriction n’est pas aussi exhaustive que pour certains autres 

organismes, comme Streptococcus thermophilus ou Neisseria meningiditis qui ont des 

séquences PAM plus longues, donc plus rares (89).  

Une fois la cassure double brin effectuée, deux mécanismes permettent à la cellule de 

réparer l’ADN. Le « non-homologous end joinning » (NHEJ) est un mécanisme prompt à 

l’erreur où les deux extrémités sont réattachées. Dans la réparation, des insertions ou des 

délétions peuvent provoquer des mutations dans le gène ciblé. Ces mutations sont aléatoires et 

peuvent détruire la fonction du gène. Le second mécanisme est le « homology directed repair » 

(HDR), où un patron, généralement le second allèle, est utilisé pour restaurer la portion abimée. 

Lors de l’utilisation du CRISPR un brin d’ADN avec une section entourée de régions 

d’homologie peut être inséré dans la cellule et peut servir à l’insertion de séquences de façon 
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dirigée. Certains traitements, comme le Scr7, peuvent augmenter l’incidence de ce type de 

réparation (90). Le Scr7 est un inhibiteur de la réparation non-homologue qui agit en bloquant 

la Ligase IV. Il a aussi été démontré que ce composé limite la progression tumorale dans un 

modèle murin.  
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2. MATÉRIELS ET MÉTHODES 

2.1 Réactifs et milieux 

Le « Roswell Park Memorial Institute medium » (RPMI)-1640, le « Minimal Essential 

Medium α » (αMEM), le sérum de veau foetal (FBS), la pénicilline / streptomycine, le 

« Dubelcco’s Phosphate-Buffered Saline » (D-PBS) et la trypsine 0.05% ont été achetés chez 

Gibco. Le « Dubelcco’s Modified Eagle Medium » (DMEM) vient de chez Multicell. Le Ficoll-

Paque™ PLUS provient de GE Healthcare Bio-Sciences AB. La polyéthylènimine (PEI) linéaire 

de masse moléculaire de 25000 a été achetée chez Polysciences Inc. La blasticidine, la 

puromycine, le polybrène et les particules virales shIDO (sc-45939-v) et shSCR (sc-108080) 

ont été achetées auprès de Santa Cruz biotechnology Inc. L’anticorps anti-IDO (clone 1F8.2; 1 

mg/ml) et la membrane de PVDF Immobilon-P ont été achetés chez Millipore. L’anticorps anti 

β-actine (AC-15) est vendu pars Novus Biologicals. L’anticorps chèvre anti-IgG (H/L) murin 

(1 mg/ml) a été acheté chez AbD Serotec. L’IL-4 et le GM-CSF ont été achetés chez PeproTech. 

Le LPS, le trichloroacetic acid (TCA), le p- diméthylaminobenzaldéhyde, l’indométhacine 

(IDM), le bleu de trypan, le « Protease Inhibitor Cocktail for Mammalian Cells & Tissue 

Extract » (inhibiterus de protéases), le sodium dodécylsulfate (SDS), l’IGEPAL CA-630 

(NP40), le déoxycholate de sodium, le chlorure de sodium (NaCl), le Trizma-Base (Tris), 

l’éthylène diamine tétra-acétique, l’albumine sérique de bœuf, le persulfate d’ammonium, la 

glycine, le β-mercapto éthanol (β-ME), le tween 20, le méthanol, le luminol, l’acide ρ-

coumarique et le peroxyde d’hydrogène proviennent de chez Sigma Aldrich. Le « CellTrace™ 

CFSE Cell Proliferation Kit » (CFSE) est vendu par Invitrogen. L’acéde acétique glacial et la 

tétraméthyléthylènediamine (TEMED) proviennent de Fluka BioChemika. Les anticorps anti-

CD3-phycoérythrine (PE), anti-CD4-allophycocyanine (APC), ainsi que la 7-

aminoactinomycine D (7AAD) et le « Violet Proliferation Dye 450 » (VPD450) sont vendus par 

BD Biosciences. Le « PageRuler Prestained Protein Ladder » et l’acide chlorhydrique 

proviennent de chez Fisher. Le « Quick Start Bradford Dye Reagent 1X » (réactif de Bradford), 

le bleu de bromophénol et l’acrylamide/Bis 29:1 30% viennent de BioRad.  
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2.2 Cellules stromales mésenchymateuses 

Les échantillons de sang de cordons proviennent de la banque de recherche de sang de 

cordon du CHU Sainte-Justine avec l’approbation du comité d’éthique. Les MSC ont été isolées 

par adhésion au plastique, tel que précédemment décrit (91). Brièvement, les cellules 

mononucléées, obtenues par centrifugation sur un gradient de Ficoll-Paque™ PLUS ont été 

mises en culture dans du αMEM complété avec 10% de FBS et 100 U/ml de pénicilline et 100 

µg/ml de streptomycine. À l’apparition de colonies, les cellules sont traitées à la trypsine et 

remises en culture. Lors de l’expansion des cellules, le milieu est changé deux fois par semaine. 

Les cellules sont passées avant d’atteindre la confluence, puis remises à environ 1300 cellules 

par cm2.  

Une lignée cellulaire (MSC no 907) a été établie dans le laboratoire du Dr Beauséjour 

par l’insertion des gènes de la télomérase humaine (hTERT) et un mutant de la CDK4. Cette 

lignée retient les caractéristiques phénotypiques et les capacités de différenciation des cellules 

originales (91). Des cellules non immortalisées (MSC no 903) obtenues par le même processus 

d’adhérence au plastique ont aussi été utilisées.  

2.3 Vecteurs lentiviraux 

Les vecteurs lentiviraux lentiCas9-Blast et lentiGuide-Puro sont un don de Feng Zhang 

(numéro de catalogue Addgene 52962 et 52963 respectivement). Le vecteur lentiCas9-Blast 

contient la séquence codante de la Cas9 de Streptococcus pyogenes ainsi qu’un gène de 

résistance à la blasticidine.  

La séquence guide sgIDO_E1_2 a été créée à l’aide de l’outil E-CRISP (88). La 

recherche sur E-CRISP a été effectuée sur le génome humain avec le terme « IDO1 ». Les 

paramètres par défaut ont été modifiés pour spécifier un knockout du gène ciblé et pour limiter 

la séquence PAM à « NGG ». La séquence a été choisie en fonction de l’absence de cibles 

secondaires, de sa présence sur tous les transcrits putatifs du gène IDO1 et de sa proximité du 

début de transcription. Les deux oligonucléotides partiellement complémentaires, 

sgIDO1_E1_Fw2 (5’ - CACCGCACACGCTATGGAAAACTCC - 3’) et sgIDO1_E1_Rv2 

(5’ - AAACGGAGTTTTCCATAGCGTGTGC - 3’), proviennent de chez Integrated DNA 
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Technologies et ont été hybridés et phosphorylés. La séquence guide a ensuite été insérée dans 

le vecteur lentiGuide-Puro linéarisé par l’enzyme BsmBI (New England Biolabs). Le résultat 

de ligation a été transformé dans des bactéries chimiocompétentes Stbl (New England Biolabs). 

Le plasmide a été extrait des bactéries à l’aide du kit « QIAGEN Plasmid Maxi Kit » (Qiagen). 

La pureté et la concentration ont été déterminées avec un appareil ND-1000 (Nanodrop). La 

séquence du vecteur a été validée par profil de digestion, puis par séquençage, effectué par le 

service de séquençage du Centre d’Innovation de l’Université McGill et de Génome Québec.  

2.4 Production virale 

Les virus ont été produits par la transfection au PEI des vecteurs d’enveloppement et du 

vecteur lentiviral approprié dans des cellules 293T. Les cellules 293T (2.4 x 106) sont mises sur 

une plaque de 10 cm le jour précédant la transfection. Les ADN (8,6 µg de vecteur lentiviral, 

8,6 µg de pCMVΔR8.91 et 5,5 µg de pCMV-VSV-G) sont dilués dans 1,16 ml de RPMI 

complet. Le second mélange (93 µl de PEI linéaire dans 1,07 ml de RPMI complet) est ajouté 

aux ADN pour 15 minutes et est déposé goutte par goutte sur les cellules. Le milieu est remplacé 

par du DMEM complet après 16 heures d’incubation. Deux jours plus tard, le surnageant viral 

est récolté, centrifugé à 2000 RPM et filtré (0.45 µm) afin d’éliminer les débris cellulaires. Le 

surnageant est réparti en aliquotes et gardé à -80°C.  

2.5 Modification génétique des MSC 

Pour la transduction, 5 x 104 MSC no 907 ont été mises en culture et soumises à du 

polybrène 5 µg/ml et à du surnageant lentiviral pendant 16 heures. Pour la production de MSC 

exprimant le shIDO ou le shSCR, les particules virales provenant de Santa Cruz ont été utilisées. 

Pour la modification CRISPR, le surnageant contenant le gène de la Cas9 a d’abord été utilisé. 

Après trois jours, les cellules transduites avec les shARN ou la Cas9 ont été soumises à une 

sélection antibiotique avec de la puromycine 8 µg/ml ou de la blasticidine 7.5 µg/ml 

respectivement. La sélection a été maintenue une semaine; jusqu’à ce que toutes les cellules 

d’un puits non transduit soient mortes.  

Les cellules exprimant constitutivement la Cas9 ont été transduites à nouveau selon la 

même technique avec un lentivirus contenant une cassette d’expression du sgIDO. Après trois 
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jours, les cellules ont été soumises à une sélection antibiotique avec de la puromycine 8 µg/ml. 

La sélection a été maintenue une semaine; jusqu’à ce que toutes les cellules d’un puits non 

transduit soient mortes. 

Des clones ont été établis par dilution afin d’obtenir des cellules n’exprimant plus IDO. 

Pour faire la dilution, les cellules ont été comptées, puis remises en suspension afin d’avoir 0,7 

cellule par puits pour 192 puits. Dès que les cellules ont adhéré, le nombre exact de cellules 

dans chaque puits est établi; seuls les puits contenant une cellule sont retenus. Lorsque des 

colonies sont apparentes, les cellules sont traitées à la trypsine et mises en expansion. Ces 

cellules retiennent les caractéristiques des cellules originales.  

2.6 Mesure des dérivés kynuréniques 

La présence de kynurénines a été mesurée par une méthode spectrométrique (92). Un 

volume de surnageant de culture est mélangé à un demi-volume d’une solution de 30% d’acide 

trichloroacétique et incubé à 50°C pour 30 minutes. Le milieu est ensuite éclairci par une 

centrifugation à 15400 G pendant une minute. De ce surnageant, 125 µl, sont mélangés à un 

volume égal de para-diméthylaminobenzaldéhyde (134 mM dans l’acide acétique glaciale; 

Sigma Aldrich) dans une plaque 96 puits style “ELISA”. Les absorbances à 490 nm sont 

obtenues avec un lecteur spectrophotométrique de plaque.  

Dans certaines expériences, les MSC seules sont testées pour la production de l’enzyme 

IDO1. Dans ces expériences, les MSC sont mises en culture dans un puits à fond plat et sont 

stimulées avec 10 ng/ml d’IFNγ au bout de 24 heures. Le surnageant est collecté aux temps 

indiqués et analysé selon la méthode précédente. Une courbe de production pour les MSC 

normales et modifiées par le sgIDO a été établie. Le surnageant des MSC non modifiées et des 

MSC transduites avec le sgIDO en vrac a été collecté à différents intervalles (0, 1.5, 3, 6, 24, 

48, 72, 96, 120, 144 et 168 heures). Les valeurs d’absorbance du test de kynurénines ont été 

utilisées pour produire une courbe de production en fonction du temps. La courbe a été 

modélisée sur la formule dite de Richard’s : 

(ݐ)ܻ = ܣ + ܭ − ܥ)ܣ + ܳ݁ି஻௧)ଵ ఔ⁄  
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Dans cette équation, t représente le temps en heures après la stimulation à l’IFNγ, Y(t) représente 

l’absorbance au test de kynurénine au temps t et A, B, C, K, Q et ν représentent des constantes 

déterminées pour chaque type de MSC par optimisation non linéaire. Pour l’optimisation, la 

somme des carrés des différences entre les valeurs réelles et calculées a été minimisée. Pour 

chaque série de points, des valeurs approximatives pour chacune des constantes A, B, C, K, Q 

et ν ont été estimées pour produire une courbe se rapprochant des valeurs réelles. Les valeurs 

ont servi de point de départ pour l’outil « solver » (Microsoft Office Excel) pour optimiser la 

somme des carrés. Les constantes obtenues par le calcul d’optimisation ont servi de point de 

départ pour une seconde optimisation.  

2.7 Western blotting 

Les protéines ont été extraites de 5x105 MSC après 24 heures de culture avec ou sans 

IFNγ. Brièvement, les cellules ont été détachées à la trypsine après l’incubation et lavées avec 

du D-PBS. Le culot cellulaire est mis en suspention dans 100 µl de tampon RIPA (Annexe B) 

additionné de 1% d’inhibiteurs de protéases. Les cellules dans le RIPA sont incubées 30 minutes 

sur glace avec pipetage aux 6 minutes. Le lysat est ensuite centrifugé > 13600 G pour 30 

secondes à 4°C. Le surnageant est réparti en aliquotes et conservé à -80°C.  

Les protéines totales sont quantifiées par la méthode de Bradford. Une échelle de BSA 

de 20 à 1 µg/ml est utilisée pour obtenir une lecture quantitative des protéines. Les échantillons 

inconnus sont dilués dans l’eau distillée pour obtenir des dilutions au 10e, 20e et au 40e. Dans 

une plaque Nunc à fond plat, 10 µl de chaque dilution est ajouté en double à 190 µl de réactif 

de Bradford. Après 5 à 10 minutes, l’absorbance à 595 nm est déterminée pour chaque puit. Une 

courbe de conversion est obtenue à partir des valeurs de l’échelle et les absorbances des 

inconnus sont converties en concentration à l’aide de cette courbe.  

Un gel d’acrylamide 12% (Annexe B) est préparé juste avant la migration. Selon la 

quantification de Bradford, 20 µg de protéines sont mélangées au tampon de chargement 

(Annexe B) et les échantillons sont dénaturés 5 minutes à 90°C. Les échantillons sont chargés 

sur le gel; un puit est réservé au marqueur de masse moléculaire. L’électrophorèse dans le 

tampon de migration (Annexe B) est effectuée à 70 V pour 30 minutes, puis à 100 V pour 1 

heure. La membrane de PVDF est préparée par trempage dans le méthanol 15 secondes, dans 
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l’eau distillée 2 minutes et dans le tampon de transfert (Annexe B) 5 minutes. Les protéines sont 

transférées du gel à la membrane préparée 1 heure à 100 V.  

Après le transfert, la membrane est bloquée 1 heure dans le TBST-BSA 1% (Annexe B) 

à température pièce et lavée 5 minutes dans le TBST (Annexe B). L’anticorps anti-IDO est dilué 

1:1000 dans le TBST-BSA 1% et est incubé sur la membrane 16 heures à 4°C. L’excès 

d’anticorps est lavé trois fois 10 minutes dans le TBST et l’anticorps secondaire (anti-IgG murin; 

1:5000 dans le TBST-BSA 1%) est incubé 2 heures à température pièce. Deux lavages au TBST 

et un au TBS (Annexe B) sont effectués avant la révélation.  

Les solutions A et B d’électrochimiluminescence sont mélangées (1:1) et déposées sur 

la membrane. Après 5 minutes, la luminescence est capturée à l’aide d’un film 

autoradiographique. Les anticorps sont retirés par la solution de décapage (Annexe B) durant 30 

minutes. La membrane est lavée deux fois dans le PBS et soumise de nouveau au processus de 

blocage et aux étapes subséquentes. L’anticorps primaire est remplacé par l’anticorps anti-β-

actine (1:50000 dans le TBST-BSA 1%).  

2.8 Obtention des lymphocytes T CD4+ 

Du sang périphérique est obtenu de donneurs contrôles après la signature d’un formulaire 

de consentement (Annexe C). Les cellules mononucléées sont isolées du sang sur du Ficoll-

Paque™ PLUS. Après une centrifugation à 400 G pendant 30 minutes, l’interface est récoltée 

et lavée deux fois dans du D-PBS. Les cellules sont comptées et la viabilité est évaluée au bleu 

de trypan (Sigma Aldrich).  

Les cellules T CD4+ sont séparées avec le EasySep™ Human CD4+ T Cell Enrichment 

Kit (STEMCELL Technologies) par sélection négative. La pureté des cellules est vérifiée par 

cytométrie en flux avec les anticorps suivants : 7-AAD, anti-CD3 humain-PE et anti-CD4 

humain-APC (BD Biosciences).  

2.9 Marquage des lymphocytes  

Pour suivre la prolifération des lymphocytes, ceux-ci sont marqués avec la CFSE ou le 

colorant VPD450 (BD Biosciences). Jusqu’à 1 x 107 cellules sont suspendues dans 1 ml de D-

PBS. Un volume égal de la solution de colorant (1.25 µM) est ajouté. Après sept minutes, la 
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réaction est arrêtée en ajoutant 1 ml de FBS froid et en incubant une minute sur glace. Les 

cellules sont ensuite lavées deux fois dans du RPMI complet.  

2.10 Préparation des cellules dendritiques matures 

Les cellules dendritiques matures (mDC) sont préparées tel que décrit (93). Brièvement, 

les cellules d’une leukaphérèse sont obtenues et les monocytes sont séparés par sélection 

positive avec le « EasySep™ Human CD14 Positive Selection Kit » (STEMCELL 

Technologies). Les monocytes sont mis en culture à 1 x 106 cellules par puits dans une plaque 

de 6 puits dans 2 ml de milieu de différenciation de cellules dendritiques (DCΔ-RPMI). Le 

DCΔ-RPMI est préparé en ajoutant 50 ng/ml de GM-CSF et 10 ng/ml d’IL-4 à du RPMI 

complet. Aux jours 2 ou 3 et 5, 1 ml de milieu est délicatement retiré du dessus des puits et 

remplacé par le même volume de milieu frais. Au jour 5, 2 µl de LPS sont ajoutés pour permettre 

la différenciation des cellules dendritiques immatures en mDC.  

2.11 Réaction leucocytaire mixte (MLR) 

La réaction leucocytaire mixte (MLR) est couramment utilisée pour mesurer l’activation 

des lymphocytes T face à des cellules stimulatrices allogéniques (94). Nous avons modifié cette 

réaction afin d’isoler les composants (93). Brièvement, 2 x 105 cellules CD4+ sont marquées 

avec la CFSE et mises en culture pour 6 jours avec ou sans 5 x 103 mDC allogéniques et 2 x 104 

MSC (ratio de 40:1:10), dans une plaque de 96 puits traitée pour la culture. Les mDC et les MSC 

sont irradiés à une dose de 50 Gy avec un irradiateur Gammacell 220 au cobalt-60. Le volume 

de culture est ajusté à 200 µl avec du RPMI complet. La mesure de prolifération est effectuée 

par la mesure du colorant CFSE ou VPD450 en cytométrie en flux sur un cytomètre LSR 

Fortessa (Becton Dickinson).  

Plusieurs façons de prendre les mesures peuvent être prises en compte lors de l’analyse 

de prolifération par la dilution de CFSE (95). De loin la plus simple est le relevé du nombre de 

cellules faiblement marquées divisé par le nombre total de cellules. C’est la stratégie qui a été 

appliquée dans tous les résultats du présent document. Les autres analyses nécessitent plus de 

traitement des données; elles sont basées sur la reconnaissance du nombre de divisions que 

chaque cellule a entreprises (95). Ce nombre de divisions peut être déterminé, car l’intensité de 
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fluorescence diminue de moitié à chaque fois qu’une cellule se divise en deux cellules fille. 

Dans le type de prolifération que nous utilisons cependant, il est impossible de distinguer les 

pics de prolifération puisque les divisions ne sont pas synchronisées. Cette absence de pics rend 

ces autres mesures impossibles à déterminer avec précision, et c’est pourquoi elles n’ont pas été 

utilisées ici.  

Dans les expériences de transfert de surnageant, une première MLR comme décrite 

précédemment a été préparée, mais avec des cellules CD4+ non marquées. Après trois jours 

d’incubation, le surnageant a été récupéré et centrifugé pour éliminer toute cellule restante. Une 

seconde MLR a été préparée avec les cellules CD4+ marquées et les mDC irradiés mis en 

suspension dans 20 µl et 180 µl de surnageant récupéré.  

Certaines expériences ont été faites avec les MSC physiquement séparées, mais dans le 

même milieu. Les puits de type « transwell » avec une membrane dont les pores sont de 0.4 µm 

permettent la séparation des cellules qui partagent les mêmes facteurs solubles. Dans ces 

expériences, les MSC ont été mises en culture au bas du montage et les cellules répondeuses en 

haut avec les mDC. Pour permettre la prolifération sur un fond plat, le nombre de cellules a dû 

être augmenté. En respectant le ratio de 40:1:10 (CD4+:mDC:MSC), 5 x 105 cellules CD4+ ont 

été mises en culture pour chaque puits. Les volumes dans les parties supérieures et inférieures 

ont été ajustés à 100 et 600 µl respectivement.  

Pour les expériences où des composés (IDM, 1-MT) sont utilisés durant l’incubation de 

la MLR, ceux-ci sont ajoutés directement au volume de réaction. L’IDM est utilisé à une 

concentration finale de 10 µM et le 1-MT à une concentration finale de 1 mM. Le prétraitement 

à l’OXA (qui inhibe la production de lactate) est effectué directement dans le puits de réaction 

avant la mise en culture des cellules CD4+ et des mDC. Brièvement, les MSC sont mises en 

culture 16 heures avant le début de la MLR dans la plaque qui sera utilisée. Après 15 heures, 

toutes les MSC ont adhéré au puits. Le milieu est remplacé par une solution d’OXA 2 mg/ml 

dans du RPMI complet. À la suite d’une incubation d’une heure à 37°C, les puits sont lavés avec 

du RPMI complet deux fois. Un volume de RPMI complet égal à la moitié du volume de MLR 

est ajouté, suivi par les lymphocytes T et les mDC.  
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2.12 Transfert de cellules CD4+ 

La MLR secondaire est utilisée pour tester l’effet suppresseur des cellules CD4+ 

incubées en présence de MSC. Le processus est schématisé à la Figure 6. Les conditions sont 

préparées comme ci-dessus, mais les cellules CD4+ ne sont pas marquées à la CFSE. Après 6 

jours, les cellules sont mises en suspension par pipetage et récupérées. Les MSC résiduelles qui 

peuvent avoir été détachées par un pipetage vigoureux sont éliminées par un passage dans une 

plaque à fond plat; les MSC sont des cellules adhérentes contrairement aux lymphocytes CD4+, 

qui peuvent alors être récupérés. Typiquement, les contenus de puits d’une même condition sont 

mis en commun dans une nouvelle plaque et les cellules sont incubées pour permettre aux MSC 

de s’attacher. Le contenu est par la suite récupéré délicatement afin de ne pas détacher les MSC. 

Les cellules obtenues sont donc totalement enrichies en lymphocytes T, puisque les mDC 

irradiés ne survivent pas 6 jours en culture et que les MSC résiduelles sont éliminées par 

attachement.  

Les cellules récupérées sont marquées avec le colorant VPD450 tel que décrit plus haut. 

Le marquage de ces cellules permet l’identification de l’origine des cellules CD4+ dans la 

Figure 6 – Schéma du transfert de cellules 
Une première réaction est mise en place dans diverses conditions (A-C). (A) Des cellules CD4+

seules, avec (B) des cellules dendritiques matures (mDC) ou avec (C) des mDC et des cellules
stromales mésenchymateuses (MSC) sont mises en culture durant six jours à 37°C dans une
atmosphère à 5% de CO2. (D) Une seconde réaction est mise en place avec des cellules
provenant de la première culture marquées au colorant VPD450 et irradiées dans certains cas.
Des cellules autologues CD4+ marquées au colorant CFSE sont aussi ajoutées à un ratio de 1 :1 
avec les cellules transférées et des mDC à un ratio de 1 :40 avec les cellules T totales. Cette 
réaction secondaire est incubée 4 jours dans les mêmes conditions que précédemment.  
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réaction secondaire. Ainsi, les cellules transférées ne peuvent pas confondre la lecture de 

prolifération des cellules répondeuses. Sauf lorsque spécifié, les cellules sont ensuite soumises 

à 25 Gy de radiation avec un irradiateur Gammacell 220 au cobalt-60. Ces cellules sont mises 

en culture avec des cellules CD4+ autologues marquées à la CFSE à un ratio 1:1 et des mDC 

sont ajoutés à un ratio 1:40 avec les CD4+ totales, comme dans la MLR primaire. Cette MLR 

est incubée 4-5 jours à 37°C.  

2.13 Statistiques 

Les valeurs statistiques ont été calculées avec le test ANOVA suivi par le post-test de 

Tukey. Lorsque seulement deux groupes étaient présents, le test T de Student a été utilisé. 

L’ensemble informatique R version 3.1.2 (R Foundation for Statistical Computing) a été utilisé 

pour effectuer les analyses statistiques et produire les graphiques (96).  
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3. RÉSULTATS 

3.1 Validation du modèle 

Les MSC sont reconnues pour être capables de moduler la GvHD selon certaines études 

cliniques. En effet, les MSC pourraient influencer directement les lymphocytes T responsables 

de la GvHD. Pour valider l’efficacité des MSC dans notre modèle, les cellules CD4+ sont 

stimulées par des cellules dendritiques allogéniques avec ou sans MSC et la prolifération est 

mesurée à l’aide de la dilution du colorant CFSE (93). Après 6 jours, la prolifération est évaluée 

par cytométrie en flux. Pour l’analyse des résultats de cytométrie, les doublets sont exclus et les 

lymphocytes sont sélectionnés par leurs propriétés physiques (paramètres FSC-A, FSC-H et 

Figure 7 – Stratégie d’acquisition en cytométrie en flux 
Les panneaux suivent l’ordre de gauche à droite et de haut en bas; chaque panneau subséquent
représente les cellules isolées dans la boite du panneau précédent, sauf le panneau (F) qui 
découle du panneau (D). Les cellules orangées sont les cellules qui ne prolifèrent pas, alors que
les cellules jaunes sont en prolifération. (A) Les doublets sont éliminés selon la forme. (B) Les
lymphocytes sont sélectionnés selon leur forme. (C) Les cellules mortes sont exclues par le
marqueur 7AAD. (D) Les cellules T CD4+ sont sélectionnées selon leur expression des 
marqueurs CD3 et CD4. (E) La dilution de la fluorescence de la CFSE est visualisée contre
l’expression de CD4. (F) La dilution de CFSE dans toutes les cellules CD4+ est visualisée sur 
un histogramme.  
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SSC-A). Parmi les lymphocytes, les cellules mortes sont exclues par l’utilisation de la 7-amino-

actinomycine D (7-AAD). Parmi les cellules vivantes, les cellules T auxiliaires, qui sont CD3+ 

CD4+, sont sélectionnées et la prolifération est mesurée comme une décroissance de 

fluorescence en CFSE sur ces cellules (Figure 7), puisque la fluorescence diminue de moitié à 

chaque division cellulaire.  

Les mDC sont efficaces pour induire l’activation des lymphocytes allogéniques. À six 

jours après le début de la culture avec des APC, 60% des cellules ont un niveau plus faible de 

CFSE, donc ont proliféré (Figure 8A). En revanche, la présence de MSC dans la coculture 

diminue le nombre de cellules en prolifération d’en moyenne 90% (Figure 8B). Ces résultats 

Figure 8 – Validation du modèle de stimulation 
(A) La stimulation de cellules CD4+ par des cellules dendritiques matures (mDC) provoque leur 
stimulation, telle que mesurée par le pourcentage de cellules en prolifération. (B) En référence
au nombre maximal de cellules en prolifération (condition CD4++mDC), l’ajout de cellules 
stromales mésenchymateuses (MSC) dans la co-culture empêche la prolifération de la majorité 
des cellules. (C) Le pourcentage de cellules 7AAD+ dans les différentes conditions.  
 



 

38 

semblent confirmer la validité du modèle. De plus, l’ajout de MSC dans les conditions de MLR 

ne semble pas augmenter le nombre de cellules en apoptose (7AAD+) dans notre modèle (Figure 

8C).  

3.2 Nature soluble du médiateur 

Afin de diriger nos recherches, nous avons testé si le médiateur de l’immunosuppression 

est soluble ou attaché à la surface des MSC. Avoir cette information permet d’emblée d’éliminer 

certains mécanismes. Tout d’abord, nous avons récolté du surnageant de réactions MLR et nous 

l’avons transféré sur des cellules CD4+ stimulées par des mDC tel que dans une MLR normale. 

Le surnageant issu de conditions dans lesquelles des MSC étaient présentes inhibe légèrement 

la prolifération de cellules dans le second puits (Figure 9A). Nous avons voulu tester un système 

plus représentatif de notre modèle en utilisant un système de « transwell ». Les cellules CD4+ 

répondeuses ont été mises en culture dans le haut du système avec des stimulateurs mDC. Les 

Figure 9 – Indépendance du contact pour le mécanisme d’action des MSC 
(A) Transfert de surnageant des conditions spécifiées vers une condition comportant des cellules
CD4+ et des mDC. Le transfert est effectué au jour 3 de la première réaction. La diminution du
nombre de cellules en prolifération dans la seconde réaction est observée. (B) La réaction de
stimulation est effectuée dans un système « transwell » sans MSC, avec les MSC dans le même 
compartiment que les cellules répondeuses (condition Contact) ou dans le compartiment
physiquement séparé (condition Séparé).  
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MSC ont été mises en culture au haut ou au bas du système. Le pourcentage de cellules en 

prolifération a été diminué par les cellules inhibitrices en contact (en haut) avec les cellules 

CD4+ (Figure 9B). Avec les MSC séparées des cellules répondeuses (en bas), le pourcentage de 

cellules en prolifération était encore plus diminué. Il apparait donc que le contact n’est pas requis 

pour l’inhibition des cellules CD4+ par les MSC.  

3.3 Inhibition des enzymes COX-1 et COX-2 

Les enzymes COX-1 et COX-2 sont responsables de la formation des prostaglandines, 

notamment la PGE2. Or, cette molécule est connue pour bloquer la prolifération des 

lymphocytes T. Nous avons voulu tester l’hypothèse que l’inhibition de la prolifération des 

lymphocytes T par les MSC pouvait être due à la PGE2 sécrétée par les MSC. Pour inhiber les 

enzymes COX-1 et 2 nous avons utilisé l’indométacine (IDM). Ce composé a été utilisé tel que 

décrit dans la littérature, mais il n’a pas eu d’effet sur l’inhibition de la prolifération par les MSC 

(Figure 10). Ce résultat suggère que le PGE2 n’est pas impliqué dans le phénomène observé.  

Figure 10 – Effet des dérivés des cyclooxygénases sur l’inhibition par les MSC 
Les conditions sans cellules stromales mésenchymateuses (MSC) et avec ont été traitées avec
l’inhibiteur indométacine (IDM).  
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3.4 Inhibition du lactate 

Le lactate est une autre cible de choix en tant que médiateur de la modulation faite par 

les MSC. Il est sécrété en grande quantité par les MSC et est responsable de l’atténuation des 

réponses immunitaires dans certaines tumeurs. Un prétraitement effectué avec l’OXA permet 

de bloquer l’enzyme LDHA chez les MSC. Nous avons donc mis en culture les MSC 16 heures 

avant le début de la MLR pour leur permettre de bien adhérer au fond de la plaque. Avant la 

mise en culture des cellules CD4+ et des mDC, les MSC ont été incubées avec 2 mg/ml d’OXA 

durant une heure. Après le traitement, les puits ont été lavés avec du RPMI complet et les 

cellules stimulatrices et répondeuses ont été ajoutées. Avec le traitement à l’OXA, on observe 

une réversion de l’inhibition faite par les MSC (Figure 11). Néanmoins, le degré de réversion 

fluctue beaucoup avec ce traitement.  

3.5 Inhibition de l’enzyme IDO1 

L’enzyme IDO1 est suspectée comme étant un joueur clé dans l’immunomodulation, 

bien que certains articles disputent l’implication de cette enzyme. Le composé 1-MT a été utilisé 

Figure 11 – Effet de l’OXA sur les propriétés des MSC 
Effet de prétraitement des puits avec ou sans cellules stromales mésenchymateuses (MSC) avec
l’acide oxamique (OXA) sur la prolifération des cellules répondeuses CD4+.  
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pour bloquer l’activité enzymatique de l’IDO1, tel que décrit dans la littérature. Dans notre 

modèle, aux concentrations utilisées dans certains articles de référence, le composé a un effet 

aussi sur les lymphocytes en prolifération (Figure 12A). Cette inhibition nous empêche de 

conclure sur l’action de l’enzyme IDO1 dans la réaction MLR. Les lymphocytes T sont 

dépendants de l’acide aminé tryptophane. Cet effet pourrait donc être dû à un effet du 1-MT, 

qui est un analogue du tryptophane, sur les processus de transport ou de métabolisme du 

tryptophane dans ces cellules T. De plus, le 1-MT diminue la production de kynurénines par les 

MSC, mais cette diminution est faible comparativement aux conditions sans MSC (Figure 12B).  

Pour contourner cet effet, nous avons utilisé une lignée MSC exprimant un ARN 

interférant de type shARN dirigé contre le gène IDO1. L’efficacité de cet ARN interférant, 

désigné shIDO, a été vérifiée par western blot (Figure 13B). Bien que l’interférence diminue la 

production de l’enzyme IDO1 après une stimulation à l’IFNγ, elle n’est pas abolie totalement. 

Avec ces cellules modifiées, il ne semble pas y avoir de différences par rapport à la modulation 

des cellules non modifiées (Figure 13A). Les surnageant des MLR effectuées dans différentes 

conditions ont été récupérés à la fin de la réaction et ont été testés pour la présence de 

kynurénines, qui servent de mesure de l’activité de l’enzyme IDO1. Bien que l’enzyme soit 

diminuée avec les cellules shIDO, la fraction résiduelle est suffisante pour produire des niveaux 

de métabolites équivalents à ceux produits dans une réaction normale (Figure 13C). Cela nous 

Figure 12 – Utilisation du composé 1-MT dans la MLR 
(A) Le composé 1-méthyl tryptophane (1-MT) est ajouté à la réaction leucocytaire mixte 
(MLR). (B) Absorbance au test de kynurénines sur du surnageant de MLR. Dans certains puits
le 1-MT a été ajouté.  
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suggère donc que notre stratégie par ARN interférant n’était pas assez efficace pour 

complètement inhiber l’IDO1.  

Nous avons alors utilisé une lignée de MSC dont le gène de l’IDO1 a été inactivé sur les 

deux allèles par la technique de CRISPR. La production de kynurénines a été évaluée à différents 

temps pour obtenir une dynamique de production. Les deux conditions, transduites ou non, 

atteignent toutes deux un maximum d’accumulation avant 48 heures post-stimulation. Les MSC 

non modifiées atteignent un niveau de kynurénines en solution plus élevé et produisent plus 

rapidement les kynurénines que les cellules modifiées (Figure 14A). La modification de la 

Figure 13 – Suppression de l’enzyme IDO1 par ARN interférant 
Des cellules stromales mésenchymateuses (MSC) ont été modifiées de façon stable pour
exprimer un ARN interférant contre IDO1 (MSC shIDO). (A) Le nombre de cellules CD4+, 
stimulées par des cellules dendritiques matures (mDC), en prolifération a été comparé avec ou
sans MSC (non modifié ou avec le shSCR) ou MSC shIDO. (B) L’espression résiduelle d’IDO1
a été évaluée 24 heures après une stimulation ou non à l’IFNγ de MSC non modifées ou 
exprimant le shIDO. (C) La production résiduelle de kynurénines dans le surnageant de MLR
avec ou sans MSC (non modifié ou avec le shSCR) ou MSC shIDO a été évaluée.  
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dynamique de production semble indiquer que la modification génétique, sur la population 

hétérogène, a été efficace pour affecter l’enzyme IDO1 sur certaines cellules. Des clones 

originaires d’une seule cellule initiale ont été établis. Les clones établis ont été vérifiés pour leur 

capacité à produire des kynurénines en réponse aux IFNγ à 48 heures après la stimulation 

(Figure 14B). Le statut de l’enzyme IDO1 at été validé par western blot sur les clones c1 à c4 

(Figure 14C). Cela confirme que les clones c1, c2 et c4 ne possèdent plus le gène fonctionnel 

de l’IDO1. Le clone c3, qui produit toujours l’enzyme malgré la sélection sert de contrôle dans 

les expériences. Les cellules IDO1-/- ont une apparence et un comportement identique aux 

cellules contrôle. Leurs morphologies, telle que vue au microscope à contraste de phase, est 

représentative des cellules originales. La vitesse de division des différents clones et de la 

population originale est aussi similaire. Ces cellules cependant ont une capacité d’inhibition qui 

est significativement diminuée comparé aux cellules IDO+ (Figure 15), suggérant que l’IDO1 

joue un rôle dans l’inhibition de la prolifération des lymphocytes T par les MSC.  

Les MSC IDO1-/- ont été incubées en coculture avec les cellules répondeuses CD4+ et 

les cellules stimulatrices mDC comme précédemment. Les MSC qui ont été modifiées perdent 

Figure 14 – Suppression de l’enzyme IDO1 par modification génétique 
(A) Les cellules stromales mésenchymateuses (MSC) non modifiées (bleu) et transduites avec
la construction CRSIPR sgIDO (orange) ont été activées par l’IFNγ. Le surnageant a été testé 
par le test de kynurénines à différents temps (points ouverts). Ces valeurs ont servi à calculer
une courbe modèle (ligne). (B) Les clones isolés de cellules transduites avec la construction
sgIDO (rouge) ont été activés par l’IFNγ. Le surnageant a été testé par le test de kynurénines à 
48 heures après l’ajout de l’IFNγ. Les résultats sont comparés aux courbes modèles établies. (C)
Les différentes MSC ont été stimulées par l’IFNγ pendant 24 heures et les protéines ont été 
extraites. La protéine IDO1 a été visualisée par western blot.  
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une partie de leur potentiel modulateur sur les lymphocytes T auxiliaires (Figure 15). La 

prolifération normale, relative au contrôle des lymphocytes en présence d’APC seulement, n’est 

cependant pas entièrement restaurée. Cela pourrait supposer qu’une autre voie possiblement 

secondaire est aussi impliquée dans la modulation.  

3.6 Validation de la technique de transfert 

La thymidine tritiée est un élément radioactif utilisé pour mesurer la prolifération 

cellulaire. Il a été publié précédemment avec cette technique que des cellules CD4+ incubées en 

présence de mDC allogéniques et de MSC exerçaient un effet inhibiteur lorsqu’elles sont 

transférées à une nouvelle MLR (93). Nous avons substitué l’utilisation de marqueurs 

fluorescents à cette technique bien établie. Dans ce but, nous avons marqué les cellules 

transférées avec le colorant VPD450. Les cellules répondeuses sont suivies avec une seconde 

couleur, la CFSE. Après 4 jours d’incubation, la prolifération cellulaire des cellules T CD4+ est 

visualisée par cytométrie en flux. Pour l’analyse des résultats de cytométrie, les doublets sont 

exclus et les lymphocytes sont sélectionnés par leurs propriétés physiques (paramètres FCS-A, 

FSC-H et SSC-A). Parmi les lymphocytes, les cellules mortes sont exclues par l’utilisation de 

la 7-amino-actinomycine D (7-AAD). Parmi les cellules vivantes, les cellules T auxiliaires, qui 

Figure 15 – Fonction des MSC IDO-/- 
Les clones de cellules stromales mésenchymateuses (MSC) IDO-/- ou des MSC IDO+ ont été
utilisés dans une réaction leucocytaire mixte (MLR).  
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sont CD3+ CD4+ sont sélectionnées par leur marquage original VPD450 ou CFSE pour 

distinguer quelle population est étudiée. Pour chacune de ces populations, la prolifération est 

mesurée comme une décroissance de fluorescence dans leur marqueur respectif (Figure 16).  

Avec ce modèle, lorsque les CD4+ ont été incubées avec des mDC et sans MSC, puis 

qu’elles sont transférées à une nouvelle MLR, ces cellules n’ont pas de propriétés suppressives. 

Comme il est possible d’observer dans notre nouveau système de mesure avec marqueurs 

fluorescents, dans les conditions avec ou sans MSC, les cellules transférées déjà stimulées 

prolifèrent à un haut niveau (Figure 17A), alors que les cellules répondeuses ne prolifèrent pas 

(Figure 17C). Cependant, les cellules transférées et répondeuses sont capables de proliférer de 

façon similaire lorsque les cellules transférées n’ont pas été stimulées auparavant (Figure 17B). 

Figure 16 – Stratégie d’acquisition en cytométrie en flux 
Les panneaux suivent l’ordre de gauche à droite et de haut en bas; chaque panneau subséquent
représente les cellules isolées dans la boite du panneau précédent. (A) Les doublets sont éliminés
selon la forme. (B) Les lymphocytes sont sélectionnés selon leur forme. (C) Les cellules mortes
sont exclues par le marqueur 7AAD. (D) Les cellules T CD4+ sont sélectionnées selon leur 
expression des marqueurs CD3 et CD4. (E) Les cellules ayant été marquées à la CFSE sont
sélectionnées. (F) La dilution de la fluorescence de la CFSE est visualisée contre l’expression
de CD4.  
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Ce modèle est donc différent du modèle précédemment utilisé; l’utilisation de la CFSE permet 

d’avoir une autre vision de la réaction en cours.  

Figure 17 – Transfert de cellules 
Les cellules sont transférées d’une réaction leucocytaire mixte (MLR) dans une seconde MLR
avec des cellules répondeuses et des cellules stimulatrices. Les conditions représentent les
cellules présentes dans la MLR primaire. (A) Les cellules transférées sont marquées avec le 
colorant VPD450 et la proportion de ces cellules en prolifération est calculée. (B) Les cellules
CD4+ mises en culture seules ont été marquées à la VPD450 (violet) et transférées avec des
cellules répondeuses CFSE+ (orangé) et des cellules dendritiques matures (mDC), puis incubées
pendant 4 jours. (C) Les cellules CD4+ mises en culture avec des mDC allogéniques ont été
marquées à la VPD450 (violet) et transférées avec des cellules répondeuses CFSE+ (orangé) et 
des mDC, puis incubées pendant 4 jours. 
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3.7 Irradiation des cellules transférées 

Les cellules transférées ont déjà été en contact avec des cellules présentatrices 

d’antigènes et sont donc préparées à proliférer. Leur prolifération est avantagée, au point 

d’entrainer un épuisement du milieu, ce qui bloque les cellules répondeuses. Nous avons 

supposé que c’était la prolifération importante des cellules transférées et non un effet modulateur 

spécifique qui prévenait l’activation. Afin de vérifier cette hypothèse, nous avons tenté de 

limiter l’impact des cellules transférées en les soumettant à une irradiation de 25 Gy. Avec 

l’ajout de l’irradiation dans le protocole de transfert de cellules, on observe que les cellules 

répondeuses prolifèrent en culture avec des cellules cultivées en absence de MSC, mais que la 

présence de MSC permet aux cellules transférées d’inhiber les cellules répondeuses, même 

lorsqu’elles sont irradiées (Figure 18). Les cellules qui n’ont pas eu de contact avec les MSC 

permettent la prolifération de cellules répondeuses, peu importe leur état prolifératif. Les 

cellules en prolifération montrent une tendance à limiter légèrement la prolifération. Par contre, 

les cellules ayant été avec des MSC durant les 6 jours de la réaction primaire bloquent la 

prolifération des cellules répondeuses. En moyenne, l’inhibition relative au nombre de cellules 

Figure 18 – Irradiation des cellules transférées 
Les cellules sont irradiées à 25 Gy et transférées d’une réaction leucocytaire mixte (MLR) dans
une seconde MLR avec des cellules répondeuses et des cellules stimulatrices. Les conditions
représentent les cellules présentes dans la MLR primaire. Les cellules répondeuses sont
marquées avec le colorant CFSE et la proportion de ces cellules en prolifération est calculée. 
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en prolifération maximal se situe à environ 35% avec des cellules ayant été en contact avec des 

MSC.  

L’induction de ces cellules inhibitrices dans la MLR n’est en revanche pas dépendante 

de l’enzyme IDO1. Les MSC IDO-/- ont un effet inhibiteur similaire aux cellules normales dans 

les expériences de transfert (Figure 18), bien que les cellules CD4+ en contact avec les cellules 

MSC prolifèrent.  
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4. DISCUSSION 

4.1 Validation du modèle 

La première nécessité du projet était de montrer la pertinence du modèle. Il est connu 

que les lymphocytes T sont les acteurs principaux de la GvHD. Ces derniers se retrouvent activés 

par les cytokines résultantes du conditionnement et par les APC du patient. Les lymphocytes T 

prolifèrent alors et provoquent des dégâts cellulaires importants dans les organes cibles. Ces 

dommages sont causés par les cytokines et les médiateurs cytotoxiques relâchés. Les 

lymphocytes T auxiliaires (CD4+) sont les orchestrateurs principaux de la réponse adaptative. 

Les lymphocytes B requièrent l’interaction avec les cellules T auxiliaires afin de produire les 

anticorps (97). Similairement, les lymphocytes cytotoxiques sont capables de réagir aux signaux 

des lymphocytes CD4+ (98). Dans un modèle pré-clinique de GvHD, notre équipe a démontré 

une réponse préférentielle des lymphocytes CD4+ (91). De plus, les MSC semblent avoir plus 

d’effets sur la prolifération des cellules CD4+ que sur les cellules CD8+ (99). Afin de poursuivre 

les études dans ce modèle, nous avons plus particulièrement étudié l’effet des MSC sur les 

cellules T CD4+.  

Afin d’étudier plus en détail l’action des MSC sur les lymphocytes auxiliaires, nous 

avons simplifié la réaction MLR qui consiste à mélanger des leucocytes totaux allogéniques 

pour observer la prolifération. Nous avons alors purifié les cellules T CD4+ d’un donneur sain 

qui sont nos cellules répondeuses. Pour effectuer la stimulation, nous avons différentié des mDC 

à partir de monocytes. Dans cette réaction il n’y a donc que la cellule répondeuse et l’APC. Une 

stimulation faible à un ratio de 40 cellules T contre 1 mDC a été établi pour obtenir une 

prolifération qui est efficace, mais qui n’est pas fulgurante. En général, après six jours de cette 

réaction allogénique, le pourcentage de cellules CFSEFAIBLE, donc ayant proliféré, se situe aux 

alentours de 60% (Figure 8A). Il est possible de voir, dans ces conditions, que le modèle de 

stimulation est fonctionnel et la prolifération est suffisante pour pouvoir observer une 

décroissance de prolifération.  

Pour modéliser l’efficacité modulatrice observée in vivo dans certaines études cliniques, 

nous avons choisi d’ajouter des MSC dans la réaction allogénique à un ratio de 1 MSC pour 10 
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cellules T. L’irradiation des MSC n’affecte pas leur potentiel d’inhibition du système 

immunitaire (100). En moyenne, l’inhibition effectuée par les MSC se situe autour de 90% 

(Figure 8B). Avec ces résultats, nous sommes confiants que nous pouvons étudier les 

mécanismes qui sont responsables de la modulation des MSC.  

Nous avons aussi remarqué que la présence de MSC ou de cellules stimulatrices dans les 

conditions n’a pas d’impact sur la mort cellulaire ou apoptose. En effet, le pourcentage de 

cellules marquées à la 7AAD ne varie pas selon les conditions (Figure 8C). Il est difficile de 

statuer avec certitude sur la possibilité que les MSC provoquent la mort cellulaire des cellules 

T, puisque les cellules finissent par se briser en débris à la fin du processus d’apoptose. Pour 

répondre à cette question, il suffirait d’observer l’apoptose en temps réel en microscopie. 

L’anticorps anti-annexine V couplé à un fluorochrome rends fluorescentes les cellules en 

apoptose par la liaison de la phosphatidylsérine (101). Il est certain qu’il est improbable que 

cette expérience nous indiquerait que les MSC induisent la mort des cellules CD4+, puisque dans 

ce cas nous devrions déjà voir une légère augmentation de l’apoptose à la fin de la réaction.  

Les MSC diminuent la prolifération des cellules CD4+, mais il est difficile d’établir si 

le nombre de cellules à entrer en prolifération est diminué ou si le nombre de divisions que 

chaque cellule effectue est diminué. Cela est dû aux paramètres de la prolifération : les pics de 

génération ne sont pas différentiables comme lors d’une stimulation de cellules mononucléées 

sanguines totales par un anticorps anti-CD3 (Figure 7F). L’absence de ces pics marquant 

chacune des générations de cellules ne permet pas l’analyse par le logiciel utilisé par notre 

laboratoire. Il est certain que dans d’autres conditions de stimulations plus puissantes (billes 

couplées aux anticorps stimulateurs, anticorps anti-CD3, phytohémagglutinine, etc) ces pics 

seraient probablement plus distincts, mais ces conditions de stimulation sont supra-

physiologique en force et s’éloignent donc de notre objectif.  

Avec ce modèle in vitro, il reste encore un certain pas à franchir pour permettre la 

translation vers la clinique. Les modèles in vivo sont plus près de la pathologie humaine en 

raison des interactions plus complètes avec l’organisme. Notre laboratoire maitrise un tel 

modèle de GvHD chez la souris (91). L’utilisation de la co-culture in vitro nous permettra 

d’établir de façon rapide et peu couteuse des conclusions sur le mécanisme in vitro d’action des 

MSC, mais l’utilisation subséquente du modèle murin viendra confirmer l’importance du 
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mécanisme identifié dans un modèle plus près de la pathologie humaine. Bien que le modèle in 

vivo soit plus adapté, il pourrait exister des différences avec l’utilisation chez les patients ; il est 

impossible de prévoir avec une certitude absolue les effets de la translation vers un modèle plus 

complexe. C’est pourquoi nous avons choisi le modèle que nous croyons le plus adapté pour 

effectuer nos recherches.  

4.2 Nature soluble du médiateur 

Tout d’abord, nous avons cherché à déterminer la nature du médiateur sécrété par les 

MSC. Comme les facteurs potentiels se situent dans une classe ou l’autre, cela nous permet 

d’exclure certains médiateurs. Le transfert de surnagent est une technique simple qui permet 

d’évaluer facilement l’implication de facteurs solubles. Cette technique comporte des 

désavantages. Tout d’abord, le milieu peut être partiellement épuisé lors du transfert puisqu’il a 

déjà servi à cultiver des cellules. Pour contourner ce point, nous avons effectué le transfert avant 

le début de la prolifération des cellules CD4+. Ces cellules sont les seules à proliférer, car les 

autres types cellulaires présents ont été irradiés afin d’empêcher leur prolifération. Le second 

désavantage de la technique est que le surnageant doit contenir suffisamment du facteur soluble 

puisqu’il doit être dilué afin de permettre l’ajout des cellules dans ce volume. Ce point aussi a 

été amoindri en mettant en suspension les cellules ajoutées dans un volume minimal. Ainsi 90% 

du volume de la seconde MLR provient du surnageant transféré. Nous observons que les 

surnageant provenant des conditions avec MSC ont un certain potentiel inhibiteur (Figure 9A). 

Lorsque des mDC sont présents, cette inhibition atteint 22% de la valeur des conditions sans 

MSC. Cette information suggère fortement l’implication d’un médiateur de nature soluble dans 

l’immunosuppression des MSC. Pour conforter ce résultat, nous avons aussi utilisé un 

appareillage de type « transwell ». Ce montage comporte deux compartiments superposés et 

séparés par une membrane perforée de pores de 0,6 µm de diamètre. Cette membrane assure le 

passage de molécules solubles en suspension, mais ne permet pas aux cellules de passer, même 

en se déformant. L’avantage de cette méthode est la sécrétion en continu du facteur soluble, au 

contraire du transfert de surnageant qui ne permet que de voir le médiateur accumulé en solution 

à un temps donné. Les cellules répondeuses ont été mises en culture au haut du système; la plus 

petite surface permet d’utiliser un nombre de cellules réduit comparé au bas du système. Dans 

tous les cas, la présence de MSC a permis de réduire la fraction des cellules en prolifération d’au 
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moins 55% (Figure 9B). Lorsque les MSC étaient séparées des cellules en stimulation, la 

prolifération était encore plus inhibée. Il est possible que ce phénomène soit dû à la 

concentration des cellules; lorsque les cellules sont toutes dans le même compartiment, elles 

sont en très grande proximité. Au contraire, quand les MSC sont au bas du montage, elles ont 

plus de place pour s’attacher au plastique. Il est très possible que de telles différences dans la 

proximité des MSC entre elles et avec d’autres cellules affectent leurs propriétés, puisque 

plusieurs données présentent des effets de l’environnement physique et chimique sur les 

propriétés des MSC (102-104).  

4.3 Inhibition des enzymes COX-1 et COX-2 

La PGE2 est connue pour induire une tolérance du système immunitaire. La production 

des prostaglandines en général est dépendante de la première étape dans le métabolisme de 

l’acide arachidonique. Cette étape est ciblée par les anti-inflammatoires non stéroïdiens. Les 

enzymes COX-1 et COX-2 sont responsables de la transformation de l’acide arachidonique en 

PGH2, qui est ultérieurement transformé en PGE2. L’anti-inflammatoire IDM bloque l’action 

des deux isoformes de façon très efficace. Son utilisation pour limiter la sécrétion de tous les 

dérivés de l’acide arachidonique, dont la PGE2, est documentée dans la littérature. Les autres 

dérivés sont des promoteurs des processus inflammatoires, au contraire de la PGE2, ce qui 

justifie l’utilisation des anti-inflammatoires non stéroïdiens pour réduire l’inflammation chez 

les patients. Malgré l’inhibition des prostaglandines pro-inflammatoires, la prolifération des 

cellules CD4+ stimulées par des mDC n’est pas altérée (Figure 10). Il est possible de conclure 

que le composé n’affecte pas directement les cellules T ou les mDC dans notre modèle. Les 

dérivés de l’acide arachidonique n’entrent pas en jeu dans l’activation et l’amplification de cette 

activation dans le modèle. L’effet inhibiteur des MSC n’est pas abrogé par le composé IDM 

(Figure 10). Il apparait donc que la voie du PGE2 ne semble pas essentielle pour la suppression 

des réponses T par les MSC. Nous n’avons cependant pas de témoin pour valider l’efficacité du 

composé IDM. Il est prévu d’utiliser une technique d’immunoadsorption à enzyme liée (ELISA) 

afin de vérifier l’activité de l’IDM.  
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4.4 Inhibition du lactate 

En raison de son utilisation par certains tissus transformés pour atténuer la réponse 

immunitaire, le lactate est une cible intéressante. Cette molécule est produite par la voie 

glycolytique, qui est principalement utilisée par les cellules en division rapide. Elle est 

externalisée et internalisée par les transporteurs de la famille MCT. Des voies en aval ont aussi 

été identifiées récemment, le récepteur GPR81 et la voie Akt. Afin de tester l’implication du 

lactate dans la suppression de la réponse proliférative des cellules T par les MSC, ces dernières 

ont été traitées avec l’OXA avant la MLR. L’OXA est un analogue du pyruvate qui agit de façon 

non compétitive pour bloquer les enzymes LDH. L’utilisation de l’OXA dans la MLR semble 

empêcher l’inhibition médiée par les MSC (Figure 11). Cependant, l’écart entre les valeurs est 

très élevé. Nous supposons que cette variabilité est due à une marge étroite d’efficacité de 

l’inhibiteur OXA et à une instabilité du produit en culture. En effet, les cellules présentent une 

hétérogénéité dans la réponse à l’OXA. Cette variabilité nous empêche de conclure avec 

certitude sur l’implication du lactate dans notre modèle. Nous voulons utiliser la technique de 

CRISPR pour éliminer les gènes LDH des MSC et ainsi contourner l’utilisation d’inhibiteurs 

chimiques. Bien que la voie du lactate soit très importante, nous croyons qu’il est possible 

d’obtenir des cellules déficientes en LDH, puisque les patients n’ayant pas le gène LDHA ou 

LDHB survivent (105, 106). Il semblerait donc qu’une mutation dans ces gènes ne soit pas létal.  

4.5 Inhibition de l’enzyme IDO1 

L’enzyme IDO1 est un médiateur d’immunomodulation très étudié chez les MSC et chez 

d’autres types cellulaires. Malgré ces études aucun consensus n’a été atteint sur l’importance de 

cette enzyme. Son fonctionnement réside dans sa fonction enzymatique; le tryptophane est 

transformé en dérivés kynuréniques, apparentés au composé éponyme kynurénine. À la fois la 

déplétion de l’acide aminé tryptophane et la production de kynurénines pourraient agir sur les 

cellules T pour abolir leur prolifération. Pour tenter d’abolir l’activité de l’enzyme, nous avons 

utilisé le composé 1-MT qui est très utilisé dans la littérature pour bloquer IDO1. Nous avons 

remarqué que le composé 1-MT était lui-même nocif pour la prolifération des lymphocytes T 

CD4+ (Figure 12A). Ce résultat est surprenant, mais peut être expliqué par une action du 1-MT 

sur la balance intracellulaire de tryptophane. Le 1-MT, sur des cellules cancéreuses, a été 
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démontré comme un promoteur de l’efflux du tryptophane (107). Cet effet a été démontré sur 

un des deux systèmes de transport du tryptophane, le même système de transport présent sur les 

lymphocytes T (108). Aussi, le 1-MT, malgré son fort effet sur la prolifération des lymphocytes 

T, est incapable de bloquer complètement la production de kynurénines par les MSC (Figure 

12B). Les MSC sécrètent probablement une quantité trop importante de l’enzyme IDO1 pour la 

concentration de 1-MT utilisée.  

Comme les inhibiteurs chimiques peuvent avoir des effets secondaires indésirés, nous 

avons utilisé une inhibition par les acides nucléiques. Des lentivirus exprimant un ARN 

interférant de type shARN ont été achetés et ont servi à infecter des MSC. Les shIDO sont 

dirigés contre l’ARN messager produit par le gène de l’IDO1. En parallèle, des MSC de la même 

source ont été infectées avec un shARN n’ayant pas de cible dans le transcriptome humain 

(shSCR). Dans notre modèle de stimulation, les cellules shIDO avaient un effet d’inhibition de 

la prolifération des CD4+ identique aux cellules exprimant un shARN non spécifique ou aux 

cellules originales (Figure 13A), pouvant laisser suggérer que l’IDO1 n’était pas en cause. 

L’efficacité de la diminution a été vérifiée. Après une stimulation à l’IFNγ les MSC sécrètent 

l’enzyme IDO1 et le shIDO diminue cette sécrétion. La diminution a été estimée de façon semi-

quantitative; l’utilisation du shIDO a permis de diminuer d’environs de moitié la quantité 

d’enzyme sécrétée en réponse à l’IFNγ (Figure 13B). Ce résultat a été validé par la mesure des 

dérivés kynuréniques dans le surnageant de la MLR. Les niveaux étaient aussi élevés dans les 

conditions où des MSC avec ARN interférant étaient utilisées qu’avec des MSC non modifiées 

(Figure 13C). Selon ces résultats, une simple diminution de la capacité d’IDO1 n’est pas efficace 

pour affecter l’effet fonctionnel d’IDO1.  

Pour complètement abolir l’expression de l’enzyme IDO1 nous nous sommes tournés 

vers le système CRISPR/Cas. Un sgARN a été conçu pour se lier à la région codante 

immédiatement en 5’ d’IDO1 avec un PAM adjacent à la région d’appariement (sgIDO). L’outil 

E-CRISP a été utilisé pour la conception de cette séquence. Après l’insertion de la Cas9, puis 

du sgIDO, une partie des cellules a été stimulée avec l’IFNγ et la production de kynurénines a 

été mesurée dans le surnageant. Une courbe de production a été établie, en mesurant la 

concentration de kynurénines accumulées à certains temps, afin d’établir la dynamique de 

production et déterminer le moment idéal de mesure pour distinguer le niveau de production des 
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clones (Figure 14A). Ce temps a été déterminé comme étant 48 heures puisque les cellules non 

modifiées avaient atteint leur plateau. Huit clones ont été établis par dilution et ont été criblés 

par la mesure des kynurénines en réponse à l’IFNγ. Les clones ont été nommés de c1 à c8. Parmi 

ces huit clones, les clones c1, c2, c4 et c7 sont déficients en activité de l’enzyme IDO1, tel que 

mesuré par la technique spectrophotométrique sur du surnageant récolté à 48 heures après 

stimulation aux interférons (Figure 14B). Les clones c1 à c4 ont également été vérifiés par 

western blot pour confirmer l’absence d’IDO1 dans les clones qui ne produisent plus de 

kynurénines (Figure 14C). Afin de respecter l’hétérogénéité de la population initiale, les trois 

clones confirmés comme étant IDO-/-, les clones c1, c2 et c4, ont été utilisés dans les expériences. 

Un seul clone IDO+, le c3, a été utilisé en tant que témoin. Lorsqu’ils sont utilisés dans la MLR 

les cellules IDO-/- ne peuvent plus limiter la prolifération des cellules CD4+ autant que des 

cellules IDO+ (Figure 15). Ces résultats montrent que l’enzyme IDO1 est importante dans la 

modulation des lymphocytes auxiliaires par les MSC.  

L’identification de IDO1 comme médiateur de la suppression des cellules CD4+ par les 

MSC pourrait avoir un impact sur leur utilisation en clinique. L’hétérogénéité des MSC issus de 

différentes sources et de différents donneurs cause une hétérogénéité dans l’effet clinique 

observé. En effet, IDO1 pourrait servir de marqueur prédictif de l’efficacité des MSC lors de la 

sélection à la fois des donneurs et de la source. De plus, certains ont avancé le concept de pré-

stimulation des MSC afin d’augmenter leur potentiel immunomodulateur (60). Par exemple, la 

stimulation avec l’IFNγ, comme lors d’un contexte inflammatoire, permet aux MSC d’exprimer 

l’enzyme IDO1. En exposant les MSC à l’IFNγ avant leur infusion, ces derniers pourraient agir 

plus rapidement sur l’inhibition des cellules CD4+ et contrôler l’immunopathologie de la GvHD 

plus rapidement. Par contre, il est possible que cette étape d’activation, nécessaire à la 

production d’IDO1, explique que les MSC ne provoquent pas les effets secondaires observés 

lors des traitements classiques de la GvHD. Ainsi, les MSC peuvent inhiber l’activité des 

lymphocytes en présence de hauts niveaux d’IFNγ comme lors de l’exacerbation de la GvHD, 

mais restent tolérants à l’activation des cellules T dans des contextes moins extrêmes, comme 

lors d’une réponse à un agent pathogène. L’activation des TLR pourrait aussi expliquer cette 

observation. Ces récepteurs peuvent être activés chez les MSC (60). Les MSC pourraient donc 

agir différemment dans les situations d’infection comparativement à la GvHD ou à une maladie 
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auto-immune. Cette capacité de différentiation n’est pas possible avec les traitements 

pharmacologiques.  

Il est à noter toutefois que la prolifération intégrale n’est pas restaurée, ce qui laisse 

supposer qu’un ou plusieurs autres médiateurs pourraient aussi entrer en jeu. Le lactate est une 

molécule qui pourrait aussi entrer en jeu à ce niveau et que nous continuerons à étudier. Les 

outils que nous avons utilisés ne nous ont pas permis de déterminer avec certitude que ce 

métabolite est impliqué dans notre modèle, mais certaines tumeurs l’utilisent pour diminuer les 

réponses immunitaires. Nous sommes dans le processus pour créer un outil CRISPR pour cibler 

les gènes LDHA et LDHB. Nous croyons que cet outil nous permettra de répondre à cette 

question. Aussi, HLA-G pourrait être un effecteur dans l’inhibition des lymphocytes CD4+. Un 

anticorps pourra servir à vérifier la présence de ce marqueur. En fonction de ce résultat, nous 

déciderons d’utiliser similairement la technique CRISPR. Si ces deux approches n’identifient 

pas le ou les effecteurs de l’inhibition, nous recourons à la librairie CRISPR à notre disposition 

pour cibler près de 30000 gènes. Des clones seront établis et des clones dont l’habileté à 

supprimer la réponse T est diminuée seront identifiés. La cible de la modification génomique 

sera alors identifiée par séquençage du sgRNA.  

4.6 Validation de la technique de transfert 

Les MSC, lorsqu’injectées in vivo, ne sont plus retrouvées après une courte période, bien 

que leurs effets soient retrouvés à plus long terme (109, 110). Cette différence de durée est 

difficile à expliquer. Nous avons précédemment remarqué que les cellules CD4+, lorsqu’elles 

sont co-cultivées avec des MSC, acquièrent une capacité à moduler la réponse proliférative 

d’autres cellules CD4+ autologues (93). La thymidine tritiée est typiquement utilisée, mais 

présente plusieurs inconvénients et limites. Il a donc fallu mettre au point la technique de 

transfert, qui permet de mesure la capacité inhibitrice des lymphocytes T auxiliaires, avec des 

marqueurs fluorescents de prolifération. En plus de la CFSE, dont l’utilisation est très répandue, 

nous avons utilisé le VPD450. Ce marqueur a été choisi parce qu’il se fixe aux composants 

cellulaires de façon analogue à la CFSE. De plus, ce colorant est excité et émet dans des 

longueurs d’onde différentes, ce qui permet d’éviter les problèmes de compensation lors de 
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l’acquisition. Le marquage différentiel des deux populations de cellules T permet de distinguer 

lesquelles prolifèrent.  

Lorsque nous avons fait le transfert de cellules incubées avec des mDC avec ou sans 

MSC durant six jours, nous avons remarqué que les cellules qui prolifèrent sont les cellules 

transférées (Figure 17A). Les cellules répondeuses peuvent proliférer lorsque les cellules 

transférées n’ont pas été stimulées avant le transfert (Figure 17B). Cependant, les cellules 

stimulées par les mDC transférées, qui prolifèrent à un haut niveau, empêchent la prolifération 

des cellules répondeuses (Figure 17C). Ce résultat est inattendu, puisque seulement les cellules 

ayant été en contact avec les MSC devraient être inhibitrices. Notre hypothèse est que les 

cellules ayant déjà été stimulées par des mDC sont plus propices à proliférer et le font plus 

rapidement. Cette prolifération exagérée épuise rapidement le milieu de culture, ce qui empêche 

les cellules répondeuses plus lentes de proliférer. Il s’agit plus probablement d’un effet 

secondaire dû à une compétition pour les nutriments disponibles.  

4.7 Irradiation des cellules transférées 

Pour contrer les effets collatéraux dus à la prolifération des cellules transférées, plusieurs 

solutions ont été envisagées. Les cellules auraient pu être incubées sans source de stimulation 

pour leur permettre de reposer. Par contre, comme il s’agit de cellules primaires, elles ne peuvent 

pas se garder en culture pour de longues périodes de temps. Le temps total d’incubation est déjà 

de six jours avant le transfert. Une autre solution aurait été de diminuer le ratio de cellules 

transférées par rapport aux cellules répondeuses. Le nombre de cellules en prolifération aurait 

été moindre et conséquemment l’effet d’épuisement des nutriments en aurait été diminué. Dans 

cette technique cependant, les cellules suppressives sont aussi diminuées. Ce point est 

particulièrement crucial étant donné que ces cellules ne représentent probablement qu’une 

fraction restreinte des cellules transférées.  

Nous avons plutôt opté pour une irradiation des cellules transférées. Cela nous permet 

de ne pas diluer ces cellules et de ne pas avoir à les garder trop longtemps en culture. Nous 

savons que ces cellules transférées ne sont pas enrichies en cellules Treg (93, 111). Elles seraient 

plutôt IL-10+ IFNγ+ comme phénotype (93). Cette considération est importante puisqu’il est 

connu que les lymphocytes Treg sont sensibles aux radiations et leur potentiel suppresseur est 
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modifié après un tel traitement (112). Il a été montré toutefois que certaines autres cellules 

immunosuppressives issues des leucocytes continuaient d’exercer un effet inhibiteur, même 

après avoir été irradiées (113). Nous avons donc utilisé la même dose de 25 Gy.  

Avant l’irradiation, les cellules transférées sont passées sur une nouvelle plaque à fond 

plat. Les cellules sont incubées pour que les MSC, qui sont adhérentes, s’attachent au fond de 

la plaque. Ces cellules restent normalement attachées au fond de la plaque de la MLR, mais un 

pipetage trop vigoureux peut détacher quelques cellules. Éviter le transport de cellules MSC 

avec les cellules CD4 est très important, puisque les MSC pourraient fausser les résultats si elles 

étaient transférées. De plus, une observation visuelle permet d’assurer l’absence de MSC en 

raison de leur taille distinctive.  

Les lymphocytes ayant été incubés sans MSC, donc des CD4+ incubées avec ou sans 

mDC, n’effectuent pas de modulation de la prolifération des cellules répondeuses (Figure 18). 

En revanche, les cellules transférées qui ont été en contact avec les MSC durant l’incubation de 

6 jours diminuent la réponse proliférative des CD4+ dans la nouvelle MLR. Lorsque que des 

mDC étaient présents durant la première réaction, l’inhibition est plus marquée comparé à des 

cellules transférées qui ont simplement été en contact avec des MSC. Dans les cellules 

transférées, il est supposé qu’une fraction des cellules contribue à l’effet suppresseur. Bien que 

la prolifération ne soit pas nulle lors de la MLR primaire, cette prolifération n’est pas suffisante 

pour permettre une amplification du nombre de cellules inhibitrices. Cet effet d’amplification 

du potentiel immunomodulateur pourrait donc être dû à deux phénomènes. Il pourrait s’agir 

d’une augmentation de la puissance de cette fraction de cellules, ou encore d’une augmentation 

du nombre de cellules rendues fonctionnellement suppressives dans la population transférée. De 

plus, l’effet pourrait être direct, soit médié directement par les mDC en rendant les cellules CD4+ 

plus sensibles au mécanisme déployé par les MSC, ou indirect, soit médié par une sécrétion de 

facteurs par les cellules T qui activent les MSC d’avantage.  

L’identité des lymphocytes, bien que certains types de cellules suppressives aient été 

écartés, n’a pas été identifié. Les cellules Treg sont le type de cellules T inhibitrices le plus 

courant. Cependant, ce type de cellule a été démontré comme susceptible aux radiations gamma 

qui abolissent leur effet (112). Comme les cellules que nous transférons sont irradiées et qu’elles 

agissent encore sur des cellules CD4+ autologues, il ne peut s’agir de cellules Treg. De plus, 
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notre équipe a précédemment démontré que les cellules CD4+CD25+FoxP3+ (Tregs) ne sont pas 

enrichies dans ce modèle. Ces deux informations nous suggèrent que l’identité des cellules 

suppressives engendrées est différente des Tregs. Ces cellules pourraient être des cellules de 

type Tr1. Ces cellules ont été décrites comme exprimant l’IL-10, le TGF-β, l’IFN-γ, IL-5 et 

n’exprimant pas l’IL-4, l’IL-2 et FoxP3. Elles sont d’autant plus intéressantes que des cellules 

semblables selon le profil de cytokines ont été décrites dans certains cas de transplantation (114).  

Il a aussi été déterminé que l’enzyme IDO1 n’est pas responsable de l’induction de CD4+ 

inhibiteurs par les MSC (Figure 18). Bien qu’en absence de sécrétion d’IDO1 par les MSC, les 

cellules CD4+ prolifèrent à un niveau similaire à des CD4+ stimulées par des mDC, ces cellules 

ont acquis un potentiel inhibiteur. Il semble alors que les mécanismes utilisés par les MSC pour 

arrêter la prolifération des cellules CD4+ et pour induire leur différenciation en cellules 

suppressives soient différents. La molécule du HLA-G pourrait, si elle est exprimée par les 

MSC, être le signal qui permet aux MSC d’induire les T suppresseurs. Dans certains cas des 

antigènes peuvent être transmis de la surface d’une cellule à une autre. Il semblerait que des 

cellules malignes soient capable de transmettre le HLA-G aux lymphocytes T, qui adoptent alors 

un comportement tolérogénique (115).  

Il y a plusieurs mécanismes impliqués dans la fonction des cellules Tr1. La sécrétion 

d’IL-10 et l’expression des molécules CTLA-4 et PD-1 pourraient être impliqués dans l’effet 

des cellules CD4+ suppressives induites dans notre modèle. La transduction des cellules T est 

assez facile à effectuer. Dans cette optique, il sera intéressant d’introduire des mutations dans 

ces gènes à l’aide de la technique CRISPR pour empêcher leur production.  

Ces résultats permettent de mieux comprendre le mécanisme d’action des MSC sur les 

cellules T. Il sera intéressant de transposer ces résultats in vivo, dans le modèle murin de GvHD 

maîtrisé par notre laboratoire. Il est certain que les MSC ont des effets sur d’autres cellules 

immunitaires que nous pourrons mieux observer in vivo, mais nous croyons que les effets sur 

les lymphocytes T CD4+ seront importants.  
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5. PERSPECTIVES 

Les résultats issus de ma maîtrise permettent d’enrichir les connaissances sur le 

fonctionnement de l’immunosuppression effectuée par les MSC. Ces résultats serviront de base 

pour la continuité du projet, dans lequel nous tenterons de définir les acteurs encore inconnus 

dans notre modèle de GvHD in vitro. D'abord, en utilisant une banque de gARN pour le criblage 

à haut débit, nous voulons identifier le ou les autres médiateurs qui permettent aux MSC de 

limiter la prolifération des lymphocytes T CD4+. Une des cibles que nous visons à étudier plus 

en détail est l’implication du lactate, puisque les inhibiteurs chimiques utilisés ne nous ont pas 

permis de déterminer de porter de conclusion sur l’implication de ce métabolite dans notre 

système. Ensuite, avec un criblage par la même méthode, nous étudierons les facteurs 

intermédiaires dans la génération des cellules CD4+ inhibitrices. Nous avons déterminé qu’IDO 

n’est pas responsable de l’induction de T suppresseurs, mais le médiateur qui les induit reste à 

identifier. Nous allons aussi nous pencher sur une caractérisation exhaustive des cellules T 

modifiées par les MSC. Des informations nous permettent de stipuler que les cellules 

suppressives ne sont pas des Treg. C’est cellules pourraient être de type Tr1. Cette 

caractérisation sera effectuée par cytométrie en flux et par criblage des ARN messagers. 

Finalement, des études in vivo dans un modèle murin déjà mis en place au laboratoire 

permettront d’appliquer les découvertes effectuées dans un contexte plus près de l’utilisation 

clinique.  
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6. CONCLUSION 

Les résultats obtenus montrent que les MSC ont un fort potentiel immunosuppresseur 

sur les cellules T CD4+, selon le modèle que nous avons établi. Cette suppression des 

lymphocytes CD4+ est dépendante de facteurs solubles, tel que déterminé par le transfert de 

surnageant et par co-incubation sans contact. Le facteur soluble principalement impliqué dans 

l'inhibition de la prolifération des cellules T CD4+ a été identifié comme étant l'enzyme IDO1, 

puisque des MSC perdant l’expression de cette protéine perdent une majeure partie de leur 

potentiel inhibiteur dans notre modèle. D’autres facteurs secondaires pourraient aussi jouer un 

rôle dans cette suppression, étant donné que la prolifération maximale n’est pas récupérée en 

absence d’IDO1. Par exemple, le lactate semble avoir un effet sur les MSC, mais les outils 

utilisés ici ne permettent pas de conclure avec certitude.  

Les MSC sont de plus capables d'induire une modification des cellules CD4+, ce qui rend 

ces dernières aptes à limiter la prolifération d'autres lymphocytes autologues. Ces cellules ne 

sont pas des Treg, et ne semblent pas correspondre à la définition des cellules Tr1. Ce 

changement des lymphocytes CD4+ est indépendant de l'enzyme IDO1 chez les MSC, car des 

MSC IDO-/- sont capables d’induire des cellules T suppressives après une coculture. Nous avons 

aussi déterminé que le potentiel suppresseur des cellules CD4+ ne requiert pas la prolifération 

de ces cellules inhibitrices et que leur irradiation préserve ce potentiel. Plus de recherches sont 

requises pour identifier le ou les facteurs impliqués dans l'induction des cellules T inhibitrices 

par les MSC et dans leur mécanisme de suppression des réponses prolifératives. L’utilisation 

d’un modèle murin permettrait aussi d’améliorer notre compréhension de la dynamique en jeu.  
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Annexe A Stratégie de recherche des études cliniques 

Les bases de données ClinicalTrials.gov et du Système d'enregistrement international 

des essais cliniques (ICTRP) ont été interrogées avec les termes « "mesenchymal stromal cell" 

OR "mesenchymal stem cell" » pour retrouver toutes les études cliniques concernant ces 

cellules; les recherches ont dénombré 549 et 211 résultats respectivement. Afin d’éliminer les 

doublons, les résultats ont été exportés dans un fichier XML et un script R a été utilisé pour 

effectuer le tri. Suite à ce tri, 399 résultats étaient retrouvés uniquement sur ClinicalTrials.gov, 

61 seulement sur la base de données de l’ICTRP et 150 étaient partagées.  

Les bases de données ClinicalTrials.gov et de l’CTRP ont été interrogées avec les termes 

« mesenchymal stem cell AND GvHD OR mesenchymal stem cell AND GVHD OR 

mesenchymal stromal cell AND GvHD OR mesenchymal stromal cell AND GVHD » pour 

retrouver toutes les études cliniques concernant ces cellules et la GvHD; les recherches ont 

dénombré 48 et 14 résultats respectivement. Afin d’éliminer les doublons, les résultats ont été 

exportés dans un fichier XML et un script R a été utilisé pour effectuer le tri. Suite à ce tri, 37 

résultats étaient retrouvés uniquement sur ClinicalTrials.gov, 3 seulement sur la base de données 

de l’ICTRP et 11 étaient partagées.  
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Annexe B Solutions pour le Western Blot 

Tampon RIPA 

1% NP40 
0.1% Déoxycholate de sodium 
0.1% SDS 
150 mM NaCl 
50 mM Tris HCl pH8.0 
1 mM EDTA 

Gel d’acrylamide 12% 

Gel de migration 

2 ml  acrylamide/Bis 29:1 30% 
1.25 ml  1.5 M Tris HCl pH8.8 SDS 0.4% 
1.75 ml  eau distillée 
5 µl  APS 25% 
5 µl  TEMED 

Gel de concentration 

0.668 ml  acrylamide/Bis 29:1 30% 
1.3 ml  0.5 M Tris HCl pH6.8 SDS 0.4% 
3 ml  eau distillée 
5 µl  APS 25% 
5 µl  TEMED 

Technique de moulage 

Le gel de migration est coulé dans un montage de 1 mm d’épaisseur jusqu’à une hauteur de 4 
cm. Après la polymérisation, le gel de concentration est superposé et le peigne est inséré pour 
créer les puits.  

Tampon de chargement (5X) 

314 mM Tris 
5% SDS 
50% glycérol 
5% β-ME 
74.6 µM bleu de bromophénol 
Ajusté à pH6.8 avec du HCl 

Tampon de migration 

25 mM Tris 
192 mM glycine 
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0.1% SDS 

Tampon de transfert 

192 mM glycine 
25 mM Tris 

TBS 

153 mM Tris 
137 mM NaCl 
Ajusté à pH7.5 avec du HCl 

TBST 

0.05% Tween 20 dans du TBS 

TBST-BSA 1% 

1% BSA dans du TBST 
Filtrer à 0.22 µm 

Électrochimiluminescence 

Solution A 

25 mM Luminol 
400 µM acide ρ-coumarique 
0.1 M Tris HCl pH8.5 

Solution B 

0.02% peroxyde d’hydrogène 
0.1 M Tris HCl pH8.5 

Solution de décapage 

25mM glycine 
1% SDS 
Ajusté à pH2.0 avec du HCl 
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Annexe C Formulaire de consentement 
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