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RÉSUMÉ 
 

Le traitement du cancer à l’aide d’une exposition aux radiations ionisantes peut 

mener au développement de plusieurs effets secondaires importants, dont un 

retard de réparation et de régénération du tissu hématopoïétique. Les 

mécanismes responsables de ces effets demeurent encore inconnus, ce qui 

limite le développement de  nouvelles approches thérapeutiques. À l’aide d’un 

modèle murin de prise de greffe, nos résultats démontrent que 

l’endommagement du microenvironnement par l’irradiation a un impact 

limitant sur le nichage hématopoïétique. Parce que le microenvironnement est 

composé principalement de cellules dérivées des cellules souches 

mésenchymateuses (CSM), nous avons évalué le potentiel des CSM à régénérer 

le tissu hématopoïétique par la reconstitution de la niche osseuse. Cette thérapie 

a mené à une augmentation remarquable du nichage hématopoïétique chez les 

souris irradiées. Les causes moléculaires impliquées dans le nichage 

hématopoïétiques sont encore inconnues, mais nous avons remarqué 

l’augmentation de la sécrétion de la cytokine « granulocyte-colony stimulating 

factor » (G-CSF) dans l’espace médullaire suite à l’irradiation. Le G-CSF est 

impliqué dans la mobilisation cellulaire et est fort possiblement nuisible à une 

prise de greffe. Nous avons évalué le potentiel d’une thérapie à base de CSM 

sécrétant le récepteur soluble du G-CSF afin de séquestrer le G-CSF 

transitoirement et les résultats obtenus démontrent que le blocage du G-CSF 

favorise le nichage hématopoïétique. Globalement, les données présentées dans 

ce mémoire démontrent que le microenvironnement osseux et le niveau de G-

CSF dans la moelle sont importants dans le processus de nichage 

hématopoïétique et que la baisse du potentiel de régénération du tissu 

hématopoïétique suite à l’irradiation peut être renversée à l’aide d’une thérapie 

cellulaire de CSM génétiquement modifiées ou non. 

Mots-clés: CSM, nichage hématopoïétique, irradiation, G-CSF, 
microenvironnement osseux 
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ABSTRACT 
 

Cancer treatment using ionizing radiation may lead to significant side effects, 

including delayed hematopoietic tissue repair and regeneration. The 

mechanisms mediating these defects remain unknown, thus limiting the 

development of new therapeutic approaches. Using a mouse engraftment 

model, our results show that microenvironment damage by irradiation limits 

hematopoietic homing. Since the microenvironment is mainly composed of 

mesenchymal stem cells (MSCs)-derived cells, we evaluated the potential of 

MSCs to improve hematopoietic tissue regeneration by bone marrow niche 

reconstitution. This therapy led to remarkable enhancement of hematopoietic 

homing in irradiated mice. The molecular causes involved in hematopoietic 

homing remain unknown, but we noticed an increased in “granulocyte-colony 

stimulating factor” (G-CSF) secretion within the medullary space after 

irradiation. G-CSF is involved in cellular mobilization and may possibly be 

harmful to engraftment. We evaluated the therapeutical potential of MSC 

genetically-engineered to secrete a soluble G-CSF decoy receptor that would 

transiently sequester G-CSF. Results obtained show that G-CSF blocking 

improved hematopoietic homing. Overall, the findings presented in this thesis 

indicate that bone marrow microenvironment and G-CSF levels are important 

in hematopoietic homing process, and that the decline in hematopoietic tissue 

regeneration potential following irradiation can be reversed by cellular therapy 

using MSC genetically modified or not. 

 

Key words: MSCs, hematopoietic homing, irradiation, G-CSF, bone marrow 

microenvironment 
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CHAPITRE I 
 

INTRODUCTION GÉNÉRALE 
 

1.1 MISE EN CONTEXTE 

En 2011, il est estimé qu’il y aura au Québec 46 500 nouveaux cas de cancer et 

plus de 20 000 décès qui y sont reliés. Le nombre de nouveaux cas continu de 

croître à mesure que la population augmente et vieillit, car le risque d’être 

atteint d’un cancer augmente drastiquement avec l’âge [1]. 

Les patients atteints du cancer reçoivent des traitements à base de drogues 

(chimiothérapie) et de radiations ionisantes (radiothérapie). Ces régimes sont 

utilisés seuls ou en combinaison pour leur effet anti-tumoral visant à enrayer les 

cellules cancéreuses. De plus, ils sont pratiqués comme conditionnement pour 

leur effet immunosuppresseur éliminant les cellules du système immunitaire.  

Des problématiques observées lors du rétablissement des patients atteints 

du cancer est que le conditionnement induit des complications, telles que le 

développement d’un second cancer et des retards de régénération et réparations 

tissulaire. Plusieurs études évoquent l’impact majeur du conditionnement quant 

aux effets secondaires à long terme. De plus, les cellules sanguines sont très 

sensibles à ces traitements, impliquant que suite à ces thérapies, il est vital de 

transplanter de la moelle osseuse aux patients afin de régénérer les cellules 

hématopoïétiques. Cependant, la technique de greffe hématopoïétique 

couramment utilisée présente des taux de réussite de prises de greffe assez 

faible.  
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L’optimisation de nouvelles méthodes de transplantation de moelle 

osseuse et de conditionnement sont en développement afin améliorer la qualité 

et l’espérance de vie de des patients atteints du cancer. 
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1.2 CONTENU DU MÉMOIRE 
 

Le sujet de mon projet de recherche porte sur l’amélioration de la prise de 

greffe de moelle osseuse chez les patients pré-conditionnés par l’exposition aux 

irradiations. Nous voulions élaborer une thérapie cellulaire afin de favoriser la 

régénération de la moelle osseuse. Pour ce faire, notre premier objectif était de 

favoriser le nichage des cellules transplantées à la moelle osseuse en effectuant 

une thérapie cellulaire afin de régénérer le microenvironnement osseux 

endommagé par l’irradiation. Notre deuxième objectif a été d’augmenter le 

nichage des cellules hématopoïétiques par le blocage d’une cytokine 

mobilisatrice. Un modèle de prise de greffe chez la souris a été développé au 

laboratoire afin de répondre à ces 2 objectifs.   

 

Les prochains chapitres contiennent une revue de littérature couvrant des 

sujets pertinents dans le cadre de mon projet de recherche. Tout d’abord, le 

chapitre II contient des notions au sujet du conditionnement standard et 

d’intensité réduite. Au chapitre III, j’y traite des cellules souches 

hématopoïétiques (CSH) et des cellules souches mésenchymateuses (CSM). 

Ensuite  au chapitre IV, j’enchaîne avec les concepts de niche ostéoblastique et 

vasculaire, des molécules de signalisation et d’adhésion, puis des cytokines 

impliquées dans le processus de greffe hématopoïétique. Le chapitre V quant à 

lui est consacré à une révision des études cliniques utilisant des CSM comme 

outil thérapeutique pour traiter différentes pathologies, dont les défauts de 

réparation tissulaire. Les objectifs généraux de mon projet de recherche seront 

abordés au chapitre VI. Le chapitre VII contiendra un article en rédaction 

portant sur les résultats expérimentaux obtenus tout au long de ma maîtrise. La 

discussion des résultats se fera dans le chapitre VIII. Finalement, au chapitre IX 

j’élabore sur la conclusion et les perspectives par rapport aux résultats obtenus. 
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CHAPITRE II 

 

2.1 LA PROBLÉMATIQUE DE LA GREFFE 

HÉMATOPOÏÉTIQUE 

La transplantation de moelle osseuse a été développée dans le but de traiter les 

immunodéficiences congénitales et les désordres hématologiques [2, 3]. Cette 

technique est maintenant aussi utilisée dans le traitement des maladies auto-

immunes et du cancer [4-9]. La transplantation de moelle osseuse vise à 

remplacer les cellules souches hématopoïétiques endommagées lors des 

traitements de chimiothérapie et radiothérapie.  Dans les cas de maladies 

hématologiques et cancers sanguins, ces traitements ont pour but d’éradiquer 

les cellules pathologiques de la moelle osseuse avant d’effectuer la 

transplantation hématopoïétique. Dans les autres cas de cancers, la 

transplantation est nécessaire, car la chimiothérapie et radiothérapie visant les 

cellules cancéreuses ont aussi pour effet d’altérer les cellules hématopoïétiques 

saines du patient. Le tissu hématopoïétique étant très sensible à ces traitements, 

mène à une diminution en cellules sanguines et plaquettes, et augmente ainsi  la 

susceptibilité aux infections et hémorragies [10]. La transplantation a alors pour 

but de reconstituer les CSH chez les patients subissant la chimiothérapie et/ou 

la radiothérapie.  

 

Les greffes de moelle osseuse sont des procédures difficiles. D’abord, le 

nombre de cellules souches à greffer est un facteur limitant qui peut 

compromettre la réussite de la greffe hématopoïétique. En clinique, les CSH 

transplantées proviennent de prélèvements de sang périphérique mobilisé, de 

sang de cordon ombilical ou de la moelle osseuse. Le sang de cordon ombilical 

comme source de CSH est très intéressante et possède plusieurs avantages 
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comparativement à la moelle osseuse. Notamment, il y a l’accès et la 

disponibilité du matériel biologique, une fréquence plus élevé de CSH et une 

production plus élevée de progéniteurs pour un nombre équivalent de CSH [2, 

3]. La création de banques publiques de sang de cordons a augmenté 

l’accessibilité des unités de sang de cordon pour la transplantation (voir 

graphique ci-dessous). 

 

 

Figure 1 : Registre des donneurs de sang de cordon ombilical (données 

tirées du US National Marrow Donor Program). 

 

 Cependant, il existe un facteur limitant principal de cette source qui est 

le faible volume de sang de cordon qui résulte en un nombre insuffisant de 

cellules souches pour la prise de greffe chez un adulte. L’injection d’un nombre 

restreint de cellules n’est pas conseillé puisqu’il a été démontré qu’il existe un 

lien direct entre le nombre de cellules injectées et l’efficacité de la prise de 

greffe [11, 12].  
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Une autre problématique à la transplantation de moelle osseuse est le 

risque de développer la maladie du greffon contre l’hôte (GvHD) qui est une 

réaction des cellules immunitaires greffées contre les cellules de l’hôte. La 

GvHD est une des complications les plus fréquentes et les plus sérieuses 

suivant une transplantation allogénique. Cette maladie résulte en dommages 

induits immunologiquement aux tissus de l’hôte [13, 14]. Ces dommages sont 

dus à des interactions entre les cellules T du donneur et les cellules 

présentatrices d’antigènes (CPA) de l’hôte, puis à l’induction subséquente de 

cytokines proinflammatoires et d’effecteurs cellulaires [15]. Ces interactions se 

produisent lorsque les antigènes des leucocytes humains (HLA) de la greffe 

sont incompatibles avec ceux du receveur. Lors d’une transplantation de sang 

de cordon, il est recommandé d’avoir au maximum 1 à 2 disparités sur 6, sinon 

les risques de GvHD sont augmentés et la probabilité de la prise de greffe  

diminuée [16]. Les CPAs de l’hôte sont critiques pour l’induction de la GvHD 

par l’activation des cellules CD4+ et CD8+ du donneur. Les observations 

cliniques supportent le rôle des APCs dans le développement de la GvHD [17, 

18] et donc, de cibler les CPAs de l’hôte pourrait être une stratégie prometteuse 

pour prévenir la GvHD [19].  

 

La GvHD peut avoir lieu selon 3 conditions lors de la transplantation 

cellulaire allogénique: (i)  le receveur est immunocompromis par le 

conditionnement pré-greffe (radiation/chimiothérapie) lui causant des 

dommages tissulaires, incluant l’altération de la barrière épithéliale intestinale 

et le relâchement de cytokines inflammatoires, (ii) le donneur et le receveur 

sont différents antigéniquement, ce qui active les CPAs et les facteurs 

inflammatoires, (iii) et la greffe du donneur contient des cellules effectrices, les 

cellules T, immunologiquement actives [20].  

 

Plusieurs approches sont étudiées afin de réduire les cytokines 

proinflammatoires initiant la GvHD [21], incluant le développement de 
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méthodes non-myéloablatives et le  blocage du TNF très tôt après la 

transplantation [22]. Les rôles des cytokines inflammatoires suivant un 

conditionnement myéloablatif ont été confirmés dans des modèles de 

transplantation murins et des observations cliniques. Les résultats des modèles 

murins démontrent le relâchement de cytokines inflammatoires post-irradiation 

[23-25] augmentant l’activation des CPAs [26, 27], tandis que les données 

cliniques mettent en évidence l’augmentation des niveaux de TNF-α chez les 

receveurs transplantés et l’utilité clinique des drogues bloquant le TNF [28]. 

Finalement, la transplantation de moelle osseuse est une technique 

risquée, plusieurs effets secondaires peuvent en découler débutant de façon 

précoce dans les 3 mois post-transplantation, et d’autre devenant apparents 

seulement des années ou des décennies plus tard.  Les infections opportunistes, 

le plus souvent d’origine virale, sont la cause majeure de mortalité reliée à la 

transplantation durant les 6 premiers mois après la transplantation, causée 

principalement par un délai dans la reconstitution immunitaire. La régénération 

du système immunitaire est un processus très complexe influencé autant par la 

greffe (dose cellulaire, histocompatibilité, sérologie du donneur) que par des 

facteurs reliés au receveur (âge, thérapie précédente, conditionnement, 

exposition aux infections antérieures) [29]. La mortalité reliée aux infections est 

observée dans plus de 50 % des décès après une transplantation de sang de 

cordon ombilical, dont la majorité surviennent dans les 100 premiers jours post-

transplantation [12, 30-32]. D’autres effets physiologiques à long-terme sont 

observés chez les patients ayant subi des traitements de conditionnement pré-

greffe incluant la dysfonction d’organes ou de tissus non-malins et des risques 

plus élevés de développer des cancers secondaires [33]. 
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2.2 LE CONDITIONNEMENT 

Le conditionnement associe habituellement plusieurs molécules de 

chimiothérapie avec ou sans radiothérapie, et il n’est pas rare d’ajouter des 

anticorps monoclonaux. La dose de chaque composante du traitement définie le 

caractère plus ou moins intensif du conditionnement.  

2.2.1 Le conditionnement standard 

2.2.1.1 La radiothérapie 

La radiothérapie (irradiation corporelle totale) était auparavant utilisée seule,  

puis associée ensuite à une chimiothérapie de type cyclophosphamide [34]. Par 

la suite, d’autres agents chimiothérapeutiques y ont été associés au cours des 

années. Plusieurs études ont permis d’identifier les doses maximales utilisables 

avec la chimiothérapie. L’irradiation corporelle totale était initialement réalisée 

en une seule fois, quelle que soit la dose, menant à des effets secondaires à 

court, moyen et long terme. Le fractionnement de la dose a permis de réduire la 

toxicité reliée à cette procédure [35].  

La radiothérapie, aussi appelée irradiation, est une technique utilisant le 

rayonnement, généralement les rayons gamma (γ), afin d’éliminer les cellules 

via la mutation de leur ADN, ce qui les rend incapables de se développer et de 

se diviser. Les rayonnements γ sont des ondes électromagnétiques très 

énergétiques, émis par des atomes radioactifs lors de leur désintégration. 

L’unité de dose absorbée par la matière est le Gray (Gy) qui est équivalent à un 

Joule absorbé par kilogramme de matière. Dans les conditionnements standards 

en association avec du cyclophosphamide, l’irradiation corporelle totale est 

actuellement utilisée à des doses de l’ordre du 12 Gy  [35].  
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L’action indirecte du rayonnement γ se produit via l’interaction entre les 

molécules biologiques et les radicaux libres. Les radicaux libres apparaissent 

suite à l’excitation et la radiolyse de l’eau, c’est-à-dire l’ionisation de molécules 

d’eau. Plusieurs études ont résumé les voies moléculaires et les mécanismes de 

blessures induites par irradiation [36-39]. L’irradiation affecte directement 

l’ADN, l’expression génétique et la production protéique. Au niveau tissulaire,  

les effets tels que le dépeuplement cellulaire, l’atrophie et la dégradation des 

fonctions tissulaires se manifestent dans les jours aux semaines 

suivant l’irradiation. L’irradiation perturbe le déroulement du cycle cellulaire 

dans la phase plus radiosensible soit G2 et M [40, 41]. De par l'interférence 

avec la mitose, ce sont les tissus qui se régénèrent le plus rapidement qui sont 

principalement touchés, comme la moelle osseuse, la peau, l’intestin, les 

gonades, les ovocytes et les voies respiratoires 

Il existe des systèmes de défense cellulaire afin de réparer ces 

dommages. Souvent, la réparation sera efficace. Cependant, dans les cas où les 

réparations sont imparfaites, les dommages à l’ADN induits par la gamma-

irradiation peuvent conduire à la sénescence. Ce phénomène implique l’arrêt 

permanent et irréversible de la prolifération cellulaire en phase G1 [42]. Aussi, 

les cellules peuvent aller jusqu’à déclencher un cancer des années après 

l’irradiation. De plus, si les dégâts sont trop importants, les cellules seront 

éliminées via le processus de mort cellulaire programmée, l’apoptose [43]. À de 

très fortes doses d’irradiation, les systèmes de défense ne sont plus assez 

efficaces et l’importante mortalité  cellulaire perturbe les fonctions vitales 

pouvant aller jusqu’au décès.  

Donc, malgré que ce type de conditionnement soit très efficace pour 

enrayer les cellules cancéreuses, les traitements myéloablatifs par irradiation de 

forte intensité sont malheureusement associés à une toxicité importante qui 

restreint leur utilisation seulement chez les jeunes patients. 
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2.2.1.2 La chimiothérapie 

La chimiothérapie est un traitement systémique médicamenteux 

ralentissant ou bloquant le développement, la multiplication et la propagation 

des cellules cancéreuses. Il existe de nombreux agents chimiothérapeutiques, 

employés seuls ou en association. Par exemple, la chimiothérapie standard, de 

forte intensité, consiste en une combinaison de cyclophosphamide, de busulfan 

et/ou de fludarabine. Chaque agent possède une structure chimique unique et 

diffère dans son principe d’action, dans son mode d’emploi et dans les effets 

secondaires qu’il peut engendrer.  

Les agents antinéoplasiques agissent de façon systémique et peuvent 

s’administrer par voie orale, intraveineuse ou intramusculaire. La majorité de 

ces substances fonctionnent de manière non-spécifique par arrêt de la mitose 

(phase M), ce qui permet de cibler préférentiellement les cellules cancéreuses 

qui ont la caractéristique de se diviser rapidement. D’autres agents sont 

spécifiques à la phase S du cycle cellulaire, tels que l’arabinoside et le 

méthotrexate. De plus, il existe des substances qui ne sont pas spécifiques au 

cycle cellulaire, tels que les agents alkylants. 

On compte plusieurs classes d’agents antinéoplasiques : les agents 

alkylants, les antimétabolites, les alcaloïdes, les inhibiteurs de la topoïsomérase, 

les antibiotiques et autres agents, dont les interférons et les hormones. 

Les agents alkylants sont nommés ainsi, car ils ont la capacité d’ajouter 

un groupe alkyle aux groupes électronégatifs présents dans les cellules 

cancéreuses et les cellules normales. Ils arrêtent la croissance de la tumeur en 

liant ensemble les nucléotides guanines dans la double hélice d’ADN. Ce mode 

d’action place les cellules dans l’incapacité de répliquer leur ADN, donc de se 

diviser [44, 45]. Ces agents n’agissent généralement pas de façon spécifique. 
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De plus, certains nécessitent une conversion in vivo en substances actives (le 

cyclophosphamide par exemple) [46, 47].  

Les alcaloïdes bloquent la division cellulaire en empêchant la synthèse 

des microtubules et la formation du fuseau mitotique. La croissance tumorale 

est alors arrêtée puisque que ce fuseau est vital pour la division cellulaire [48].  

Les inhibiteurs de topoïsomérases sont des enzymes essentielles qui 

maintiennent la topologie de l’ADN. L’inhibition de la topoïsomérase de type I 

ou de type II gênent à la fois la transcription et la réplication de l’ADN en 

altérant le superenroulement de l’ADN. Ce type d’agent bloque le cycle 

cellulaire en phase S-G2 [48]. 

Les antimétabolites sont des molécules qui prennent la place des 

nucléotides (purines ou pirimidines), des composantes élémentaires de l’ADN. 

Ces éléments s’incorporent à l’ADN lors de la phase S du cycle cellulaire, ce 

qui a pour effet d’arrêter le développement et la division cellulaire. De plus, les 

antimétabolites inhibent l’action de certaines enzymes essentielles à la 

formation de nucléotides et nucléosides [47]. 

Afin de diminuer les risques de mortalité reliés à la GvHD, la 

chimiothérapie peut aussi être utilisée comme traitement immunosuppresseur 

post-greffe ayant pour but d’inactiver ou d’éliminer les cellules T du donneur. 

Habituellement, ce genre de traitement consiste à combiner deux 

immunosuppresseurs tels que la cyclosporine A (un inhibiteur des calcineurines 

bloquant l’expression de l’IL-2 qui est impliquée dans la différenciation et la 

prolifération des lymphocytes T) et le méthotrexate (un inhibiteur de la 

dihydrofolate réductase bloquant la synthèse des purines) [18]. La déplétion des 

cellules T peut aussi être induite via l’utilisation d’anticorps, tel que 

l’alemtuzumab (anti-CD52) [18] et l’OKT3® (anti-CD3).  
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Ces traitements myéloablatifs par chimiothérapie de forte intensité sont 

malheureusement associés à une toxicité importante restreignant aussi leur 

utilisation aux jeunes patients. Par exemple, l’OKT3®, un anticorps monoclonal 

IgG2 murin ciblant la chaîne CD3, un récepteur membranaire des cellules T, a 

été approuvé en 1986 pour le traitement des rejets de greffe [49]. Après 

l’injection d’OKT3®, les cellules T disparaissaient de la circulation, résultats de 

l’opsonisation et de leur retrait de la circulation médié par les cellules 

mononuclées du foie et de la rate. L’avantage du traitement à base d’anticorps 

anti-lymphocytes T par rapport à l’irradiation corporelle totale est que cela 

affecte non seulement les lymphocytes du receveur, mais aussi ceux du 

donneur. Cependant, avant d’éliminer les cellules T, l’OKT3® active 

initialement les cellules T, ce qui résulte en la relâche de cytokines tel que l’IL-

2, l’interféron γ, l’IL-6 et le TNF. Ces cytokines causent ce que l’on appelle  le 

syndrome du relâchement de cytokines qui consiste en des fièvres, frissons, 

maux de tête, complications gastro-intestinales, et moins souvent en des 

méningites aseptiques et des encéphalopathies. Vu la disponibilité d’autres 

agents d’induction et la sévérité des effets secondaires associés avec le 

syndrome de relâchement de cytokines, il en résulte une diminution de 

l’utilisation de l’OKT3®. De plus, il est maintenant connu que l’OKT3® est 

immunogénique chez l’homme et qu’approximativement 50 % des patients 

développent des anticorps  suite à un court traitement [50]. 

Le Bulsulfan est un autre exemple d’agent chimiothérapeutique toxique. 

Cette drogue utilisée depuis 1959 est un des agents anticancéreux les plus 

efficace, pouvant cependant mener à de nombreuses complications, tel que la 

fibrose pulmonaire [51].  
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2.2.2 Le conditionnement à intensité réduite 

Du aux effets secondaires néfastes liés à la forte toxicité des traitements 

standards, des méthodes de conditionnement non-myéloablatif ont été 

élaborées. Depuis les années 1990, une variété de conditionnement à intensité 

réduite a été étudiée, combinant chimiothérapie réduite avec ou sans irradiation. 

La plupart de ces conditionnements chimiothérapeutiques sont basés sur 

l’administration de fludaradine et d’un agent akylant (melphalan, 

cyclophosphamide ou busulfan), et aussi avec l’addition d’anticorps anti-

lymphocyte T tel que l’ATG ou l’alemtuzumab [35].  

 

Des études cliniques ont permis d’observer un effet durable de greffe-

versus-leucémie chez les patients développant une GvHD aigüe ou chronique 

post-transplantation. Ces données encouragent le développement de méthodes 

non-myéloablatives, car elles démontrent que l’éradication partielle des cellules 

hématopoïétiques allogéniques transplantées est bénéfique, puisqu’en plus de 

restaurer la myéoablation, ces cellules mènent à l’éradication des cellules 

cancéreuses [37-39].  

 

Cependant, le conditionnement à intensité réduite est limité par 

l’augmentation du risque de rejet d’allogreffe. En effet, sans un traitement 

myéloablatif complet, les cellules T du donneur et du receveur peuvent 

engendrer des réactions greffe-versus-hôte et hôte-versus-greffe. Il a été 

démontré dans une étude préclinique à l’aide d’un modèle canin, que 

l’immunosuppression post-greffe était en mesure de moduler simultanément les 

réactions hôte-versus-greffe, facilité la prise de greffe et prévenir la GvHD, 

mais jusqu’à un certain point. Lors  de cette étude, le conditionnement pré-

greffe intensif était remplacé avec une immunosuppression post-transplantation 

de manière progressive. Il a été démontré que les lymphocytes T sont sensibles 

à l’irradiation et que la dose minimale nécessaire pour avoir une prise de greffe 
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avec succès était de 9.2 Gy chez 92 % des receveurs, sans immunosuppression 

additionnelle [52, 53]. À une dose de 4.5 Gy, l’ajout de cyclosporine (CSP) 

était nécessaire pour atteindre une prise de greffe substantielle [54]. Cependant, 

quand la dose d’irradiation corporelle totale était diminuée à une dose sub-létale 

de 2 Gy, l’immunosuppression post-greffe avec de la CSP seule était inefficace 

et toutes les greffes avaient été rejetées [55].  

 

Finalement, les nouvelles méthodes d’intensité réduite présentant une 

diminution de toxicité tout en conservant leur potentiel de prise de greffe 

laissent entrevoir l’applicabilité de cette approche à des populations de plus en 

plus âgées ou dont l’état général représentait jusqu’à maintenant une contre-

indication à la greffe avec conditionnement. 
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CHAPITRE III 
 

3.1 LES CELLULES SOUCHES 

HÉMATOPOÏÉTIQUES 

La CSH est responsable de l’hématopoïèse, un processus physiologique 

permettant la création et le renouvellement de toutes les cellules sanguines. En 

tant que cellules souches, elles sont capables d’auto renouvellement. De plus, 

elles possèdent un caractère multipotent leur permettant de se différencier et de 

donner naissance aux progéniteurs des lignées myéloïdes et lymphoïdes. Ces 

progéniteurs ont alors la capacité d’engendrer, après différenciation, tous les 

types de cellules sanguines (voir le schéma ci-dessous). 

 

 
 

Figure 2 : Schéma de l’hématopoïèse (tiré de Sigma Aldrich, “Hematopoietic 

Stem Cell Pathway”). 
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Du point de vue de la morphologie cellulaire, les CSH ressemblent à 

n’importe quel lymphocyte, soit une petite cellule ronde, non-adhérente avec un 

noyau rond et un petit cytoplasme par rapport au noyau.  Il n’y a pas de façon 

directe pour identifier les CSH. Cependant, l’utilisation de marqueurs de 

surface permet l’identification d’une population enrichie en CSH.  Les 

principaux marqueurs de surface de ces cellules  sont le CD34, CD38, CD90, 

CD133, CD105, CD45 et c-kit. Il existe des différences entre les marqueurs 

murins et humains des CSH, cependant un marqueur couramment  utilisé pour 

identifier et isoler une population de cellules progénitrices est le CD34. 

 

Les cellules sanguines matures ont une durée de vie limitée ce qui 

nécessite un réapprovisionnement constant via la différenciation des CSH 

multipotentes [56]. La survie et la croissance des CSH sont régulés via des 

interactions avec la moelle osseuse, notamment avec les ostéoblastes [57, 58] et 

les cellules endothéliales vasculaires, lesquels font parti intégrante de la niche 

de support des CSH [57, 59, 60].  
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3.2 LES CELLULES SOUCHES 

MÉSENCHYMATEUSES  
 

C’est dans les années 1960-1970 que la présence de cellules stromales et de 

cellules formant de l’os dans la moelle osseuse a été décrite pour la première 

fois [61-63]. Une sous-population de cellules de la moelle osseuse démontrant 

un potentiel ostéogénique a été caractérisée selon son adhérence rapide au 

plastique des pétris de culture, son apparence fibroblastique [61, 64] et sa 

capacité d’unité formant des colonies (UFC). Cette capacité d’UFC permet le 

dénombrement de ces cellules lors de la culture in vitro. En fait, les cellules 

vivantes adhèrent au plastique et croissent pour former un regroupement de 

cellules facilement distinguable. C’est le même principe que la notion d’UFC 

lors du dénombrement de bactéries en pétri. 

 

 

 
 

Figure 3 : Aspect de la morphologie typique des CSM [65]. 



18 

 

Les CSM ont été isolées de plusieurs sources, humaines et animales, et 

de plusieurs tissus incluant le sang de cordon ombilical, le tissus adipeux, le 

muscle, la moelle osseuse et le foie [66, 67].  Il n’y a pas de marqueur 

spécifique aux CSM, cependant une panoplie de marqueurs est utilisée pour 

définir cette population cellulaire. Les CSM  doivent exprimer à leur surface 

des molécules telles que le CD29, CD73, CD90, CD105, CD106, CD140 et 

CD166, mais ne doivent en aucun cas exprimer de CD31, CD45, CD34, CD14, 

CD133 et de CMH de classe II [68-70]. 

 

Les CSM sont multipotentes, c’est-à-dire qu’elles peuvent se 

différencier en plusieurs types cellulaires (cellules nerveuses, de cartilage, etc.) 

et elles ont en plus la capacité d’auto renouvellement [71-73]. Au niveau de la 

moelle osseuse, les CSH constituent une population rare de progéniteurs 

multipotents capables de soutenir l’hématopoïèse par leur différenciation en 

ostéocytes, chondrocytes, cellules musculaires lisses et adipocytes, formant le 

microenvironnement osseux  [74]. Les CSM isolées d’autres tissus démontrent 

cette même capacité de différenciation selon les conditions in vitro [75].  

 

Par leur potentiel de différenciation multipotente, les CSM peuvent 

aussi réparer les tissus et organes en remplaçant les cellules endommagées [76, 

77]. De plus, en réponse à une lésion tissulaire, les CSM peuvent migrer au site 

endommagé et aider à sa réparation par la production de molécules, telles que 

des facteurs de croissances, des cytokines et des antioxydants,  leur procurant la 

capacité de moduler la réponse immunitaire [78-80]. 

 

En culture, il a été démontré que les CSM supportaient le 

développement hématopoïétique [81].  Les CSM produisent un grand nombre 

de cytokines et de protéines de la matrice extracellulaire, et expriment des 

molécules d’adhésion cellulaires, lesquelles sont toutes impliquées dans la 

régulation de l’hématopoïèse [81, 82].  
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CHAPITRE IV 
 

4.1 LA NICHE DES CSH 

Une niche de cellules souches est un site spécifique selon le tissu adulte où les 

cellules souches résidentes y subissent l’auto renouvellement et la 

différenciation. Structurellement, la niche est formée par des cellules de support 

procurant un microenvironnement pour les cellules souches, ainsi que par des 

signaux émanant des ces cellules de support [83-85]. Le concept de niche des 

CSH est le premier à être proposé en 1978 par Schofiels R. et son équipe pour 

décrire le microenvironnement limité dans lequel ces cellules résident [86]. 

Dans la moelle osseuse, les CSH utilisent soit la niche ostéoblastique, soit 

vasculaire, selon les circonstances. 

 

L’habileté des CSH à mobiliser et à retourner (ʻʻhomingʼʼ) à la niche 

repose sur des reconnaissances moléculaires spécifiques, 

l’adhésion/désengagement cellule-cellule, la migration transendothéliale et 

finalement l’ancrage à la niche de la moelle osseuse [87-90]. 
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4.1.1 La niche ostéoblastique 

Chez les mammifères, la moelle osseuse est principalement composée de 

cellules hématopoïétiques quiescentes encastrées dans la structure osseuse. Une 

portion de ces cellules hématopoïétiques peut être trouvée à côté de la surface 

de l’endoste de l’os, lequel est bordé principalement par les ostéoblastes.  

 

 

 
 

Figure 4 : Schéma de la niche osseuse supportant l’hématopoïèse [91]. 

 

Cet arrangement anatomique suggère une communication réciproque 

entre ces 2 types cellulaires et le rôle potentiel des ostéoblastes dans la 

régulation des CSH [83]. Cette notion est supportée par le fait que les 

ostéoblastes sont connus pour produire une variété de facteurs de croissance 

hématopoïétiques, tel que l’IL-6, c-kit, G-CSF et le facteur de croissance des 
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hépatocytes [92, 93]. Plusieurs évidences supportent un modèle selon lequel les 

CSH résidant à côté de la surface de l’endoste de l’os produisent des 

progéniteurs, qui eux migrent aux vaisseaux sanguins au centre de la cavité 

osseuse à leur maturité et s’y différentient [58, 94, 95].  

 

L’importance de cette communication a été démontrée dans différentes 

études transgéniques où l’augmentation du nombre d’ostéoblastes dans la 

moelle corrélait avec une augmentation similaire de CSH [57, 59]. Les études 

sur le “bone morphogenetic protein receptor, type IA” (Bmpr1a) et 

“PTH/PTHrP receptors” (PPR) ont procuré des aperçus mécanistiques de 

l’expansion des CSH médiée par les ostéoblastes. 

 

En effet, les protéines morphogéniques de l’os (Bmp) répriment la voie 

de signalisation de “Wingless” (WNT) pour maintenir les populations de 

cellules souches stables. Les signaux transduits par le Bmpr1a ne sont pas 

essentiels pour la formation ou prolifération des ostéoblastes, mais sont 

nécessaires en ce qui attrait au dépôt de la matrice extracellulaire [96]. D’autres 

études  impliquant l’ablation conditionnelle de Bmpr1a chez la souris ont 

permis d’identifier un sous-ensemble d’ostéoblastes exprimant N-cadhérine, 

une molécule d’adhésion formant un complexe N-cadhérine/b-caténine avec les 

CSH, médiant l’attachement ou l’adhésion des CSH à leur niche [57]. Il a aussi 

été démontré que les CSH en différenciation expriment c-Myc, un régulateur 

négatif de N-cadhérine, ce qui favoriserait leur déplacement hors de la niche 

[97].   
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Figure 5 : Modèle de la signalisation entre BMPR1A et Wnt dans l’os [98]. 

 

D’autres molécules de la niche ostéoblastique sont impliquées dans la 

localisation des CSH quiescentes. Par exemple, Notch est exprimé par les CSH 

primitives et Jagged 1, son ligand, est exprimé par les ostéoblastes et les 

cellules stromales de la moelle osseuse. Des études ont démontré que 

l’activation de PPR, un récepteur impliqué dans l’homéostasie ionique osseuse 

et minérale [99], peut avoir pour effet d’augmenter le nombre de cellules 

ostéoblastiques, ce qui augmentera l’activité Jagged 1/Notch, et favorisera ainsi 

la prolifération des CSH [59]. De plus, il a aussi été démontré que la 

signalisation de Notch inhibait les programmes de différenciation induits par 

Wnt, ce qui favoriserait la rétention des CSH dans la niche osseuse [100].  

 

Des évidences additionnelles supportent le rôle de la niche 

ostéoblastique dans le maintient des CSH. Une étude a été réalisée à l’aide d’un 

modèle murin transgénique exprimant la thymidine kinase (TK) du virus de 

l’herpès sous le contrôle du promoteur du collagène α1, permettant l’expression 

conditionnelle de la TK par un traitement inductible au ganciclovir (GCV). Il a 

été démontré que l’expression de la TK déclenchait l’ablation des ostéoblastes, 
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ce qui menait à une diminution substantielle du nombre absolu de CSH et à la 

réduction de la cellularité de la moelle osseuse [101]. De plus, cette étude a 

montrée qu’avec le retrait du GCV, les ostéoblastes réapparaissaient dans l’os 

et que l’hématopoïèse reprenait dans la moelle osseuse. Ces observations 

supportent le rôle des ostéoblastes dans le maintient des CSH et la régulation de 

l’hématopoïèse.  
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4.1.2 La niche vasculaire 

L’hématopoïèse et la vascularisation ont lieu de façon concurrentielle durant le 

développement. Comparativement à la niche ostéoblastique favorisant la 

quiescence des CSH, la niche vasculaire est un microenvironnement alternatif 

favorisant leur prolifération et différenciation [102]. Des études suggèrent que 

l’endothélium sinusoïdal favorise la prolifération et différenciation des cellules 

souches et progénitrices en leur procurant un microenvironnement plus riche en 

nutriments, avec une concentration en facteurs de croissance et oxygène plus 

élevée, et dans lequel les cellules sanguines matures sont ultimement relâchées 

dans la circulation périphérique [102, 103]. Par exemple, il a été démontré à 

l’aide d’un modèle murin mutant pour la thrombopoïétine (TPO), une hormone 

stimulant la thrombopoïèse, que les CSH étaient recrutées à la surface 

endothéliale  et s’y différenciaient pour générer des plaquettes sanguines. En 

effet, cette étude a montré que les CSH quittaient la niche ostéoblastique et 

transloquaient à la niche vasculaire et s’y différenciaient en mégacaryocytes. 

Cette action impliquerait la métalloprotéinase MMP-9, laquelle médierait le 

relâchement du ligand kit soluble (sKitL) [102, 104]. 
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4.2 LES MOLÉCULES DE SIGNALISATION ET 

D’ADHÉSION 

Les molécules médiant le signalement et les interactions lors de l’adhésion 

entre les cellules souches et leurs niches peuvent influencer le comportement 

des CSH directement ou indirectement, via leur action sur leur niche. Les 

molécules impliquées dans la signalisation régulant la niche sont par exemple 

SCF/c-Kit, Jagged/Notch, angiopoïétine-1/Tie2 (Ang-1/Tie2) et le récepteur 

sensible au Ca2+ (CaR) [59, 95, 105-107], mais d’autres molécules sont connues 

pour jouer un rôle dans la régulation des cellules souches, telles que Wnt, BMP, 

TPO, IL-3 et IL-6. 

 

Les molécules d’adhésion déterminantes pour la fonctionnalité de la 

niche osseuse incluent N-cadhérine/β-caténine, “vascular cell adhesion 

protein/integrin” (VCAM/intégrine) et ostéopontine/intégrine b1 [60, 83, 108]. 

Ces molécules jouent un rôle pour l’attachement ou la migration des cellules 

souches à la niche. Par exemple, la N-cadhérine et la β-caténine sont localisées 

à l’interface entre les CSH et la niche ostéoblastique ce qui facilite l’ancrage 

des CSH à cette niche [57]. Des études ont démontré le rôle des intégrines dans 

la médiation de la migration et du nichage de CSH à l’aide d’anticorps bloquant 

[109]. Par exemple, il a été découvert que l’ostéopontine contribue à la 

migration des CSH de la moelle osseuse vers la région de l’endoste via leurs 

interactions avec l’intégrine β1 [60, 108]. 

 

 

 

 

 

 

 



26 

 

4.3 LES CYTOKINES 

4.3.1 Le facteur de différenciation stromal 1 (SDF-1) 

Le SDF-1 est une chimiokine de la famille C-X-C qui a été isolée pour la 

première fois d’une lignée de cellules de la moelle osseuse murine [110]. Cette 

cytokine est exprimée sous 2 isoformes presque identiques dérivant d’un 

épissage alternatif, soit le SDF-1α et le SDF-1β,  dont la différence se trouve 

dans les 4 derniers acides aminés de SDF-1 β absent chez SDF-1α. Les 

différences fonctionnelles et biologiques entre les isoformes de SDF-1 ne sont 

pas clairement décrites [111].  

 

Le SDF-1 joue plusieurs rôles importants via l’activation de protéines G 

couplées à son récepteur CXCR4 [112-114]. Cette cytokine est exprimée dans 

plusieurs tissus durant le développement, souvent avec une expression 

juxtaposée de son récepteur le CXCR4 [115]. Dans la moelle osseuse, le SDF-1 

est impliqué dans la mobilisation, le nichage, la colonisation et la prolifération 

des CSH, et est étroitement associé à la reconstitution hématopoïétique après 

une transplantation de moelle osseuse [116-121]. Les cellules endothéliales, les 

ostéoblastes et les cellules stromales expriment constitutivement le SDF-1, et 

toutes les CSH expriment le CXCR4 [122-124]. 

 

Le SDF-1 est un chimioattractant puissant pour les cellules hématopoïétiques 

exprimant l’antigène CD34+ [125]. Il a été démontré dans un modèle de souris 

NUDE que la surexpression de CXCR4 par les cellules progénitrices 

hématopoïétiques humaines et autres cellules sanguines augmente la prise de 

greffe de moelle osseuse, alors que des anticorps dirigés contre le CXCR4 

l’inhibent [8]. De plus, il a été démontré que les ostéoblastes et les cellules 

endothéliales de la moelle expriment SDF-1 ce qui permet de localiser les 

cellules progénitrices hématopoïétiques à la moelle [126-128]. Le SDF-1 a 
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aussi un rôle dans la migration transendothéliale des CSH médiée par E et P-

sélectine [129]. L’activation des molécules d’adhésion comme “very late 

antigen-4” (VLA-4) et “leukocyte-function-associated antigen-1” (LFA-1) est 

aussi requise pour ce processus et pour la migration subséquente à la surface 

des ostéoblastes [102]. Les GTPases Rho, Rac et Rac2, en réponse aux signaux 

de SDF-1, sont aussi impliquées dans la régulation de la mobilisation et du 

nichage des CSH [130]. Par ailleurs, un traitement avec AMD-3100, un 

antagoniste spécifique de CXCR4, induit rapidement et drastiquement la 

mobilisation des CSH hors de la niche ostéoblastique, autant chez l’homme que 

chez la souris [131-133]. 

 

SDF-1 joue aussi un rôle important par rapport aux fonctions 

biologiques et physiologiques des CSM [134, 135]. Lorsqu’un site est 

endommagé, l’augmentation de l’expression du SDF-1 agit comme 

chimioattractant recrutant les CSM circulantes, lesquelles sont nécessaire pour 

la réparation tissulaire. Il a été observée que le relâchement local de SDF-1 

favorisait le recrutement des CSM et la régénération tissulaire dans plusieurs 

organes, tels que le foie [136], le cœur [137, 138], le cerveau [139], les reins 

[140] et de la peau [141]. 
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4.3.2 Le G-CSF 

Le G-CSF, aussi connu sous nom de “colony-stimulating factor 3” (CSF 3), a 

été reconnu et purifier pour la première fois en 1983 chez la souris [142], tandis 

que la forme humaine n’a été clonée qu’en 1986 [143, 144]. Le gène du G-CSF 

contient 4 introns et mène à la formation de 2 polypeptides par épissage 

différentiel de l’ARNm [143].  

Le récepteur du G-CSF est une protéine transmembranaire avec une 

large région extracellulaire incluant les domaines ʻʻimmunoglobuline-likeʼʼ, 

trois domaines fibronectines de type III et le domaine d’homologie des 

récepteurs de cytokines (CRH) possédant une signature de résidus de cystéines, 

et un motif de 5 acides aminés (W-S-X-W-S) caractéristique de la classe I de la 

superfamille des récepteurs de cytokine [145]. 

 

 
 

Figure 6 : Structure du récepteur du G-CSF [145]. 
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La région intracellulaire n’a pas d’activité tyrosine kinase intrinsèque, 

mais contient 2 motifs conservés de la membrane proximale, Box 1 et Box 2, 

induisant l’activation de la kinase Jak, ainsi que le motif distal Box 3, commun 

à la sous-famille des glycoprotéines 130 (CD130) et des résidus de tyrosines 

spécifiques importants pour la transduction de signal [146, 147]. 

 

Le récepteur du G-CSF est exprimé par plusieurs cellules du système 

hématopoïétique incluant les CSH, les progéniteurs myéloïdes, les 

granulocytes, les neutrophiles, les monocytes et lymphocytes, mais est aussi 

exprimé par les cellules des tissus non-hématopoïétiques, telles que les 

cardiomyocytes, les précurseurs neuronaux, les cellules endothéliales et le tissu 

placentaire [146]. La liaison du récepteur et de son ligand, le G-CSF, mène à la 

multimérisation du récepteur et l’activation de plusieurs cascades de 

signalisation intracellulaires incluant les voies Jak/Stat/Socs, Ras/Raf/Erk et 

PI3-kinase/Akt, lesquelles mènent ultimement à des changements 

transcriptionnels qui ont un impact sur la survie, la migration, la prolifération et 

la différenciation cellulaire [146]. 

 

 
Figure 7 : Impact de la signalisation du récepteur du G-CSF sur l’activité 

cellulaire [145]. 
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Plusieurs étapes de l’hématopoïèse sont médiées via l’action du G-CSF. 

Entre autre, cette cytokine supporte la formation de colonies myéloïdes 

immatures pouvant se différencier en toutes les lignées myéloïdes, induire la 

prolifération et la différenciation des cellules de lignées myélomonocytiques 

[144, 148], et augmente la fonction des neutrophiles et des plaquettes matures 

[149, 150]. De plus, l’implication du G-CSF dans la neutropoïèse a été 

démontrée à l’aide de souris déficientes en G-CSF ou de son récepteur [146], et 

chez les patients exprimant constitutivement des mutants hypomorphiques du 

récepteur du G-CSF [151], modèles exhibant tous une neutropénie.  Le G-CSF 

est aussi connu pour être impliqué dans la myélopoïèse. En effet, une déficience 

en progéniteurs de granulocytes et de macrophages a été observée chez les 

souris G-CSF-/- [146]. 

 

La signalisation du G-CSF régule aussi la mobilisation des CSH hors de 

la moelle osseuse [152], via un signal de transactivation indirecte, c’est-à-dire 

indépendant de l’expression du récepteur du G-CSF sur ces cellules [152]. La 

mobilisation induite par le G-CSF est médiée par 3 mécanismes distincts, 

probablement inter-reliés. Premièrement, par l’induction d’enzymes 

protéolytiques telles que l’élastase des neutrophiles (NE), la cathepsine G et les 

métalloprotéinases 2 et 9 (MMP-2 et MMP-9), lesquelles inactivent SDF-1 via 

un clivage de sa séquence en N-terminal. Deuxièmement, par  l’atténuation de 

la fonction des molécules d’adhésion clés, comme les intégrines. Et 

troisièmement, par la perturbation de la signalisation de la cytokine SDF-1 via 

son récepteur CXCR4. De plus, il a été démontré que le G-CSF provoque la 

diminution du niveau de SDF-1 dans la moelle osseuse relativement au sang et 

autres tissus, ce qui établi un gradient chimioattrantant facilitant la mobilisation 

cellulaire [153]. 

 

En clinique, le G-CSF est largement utilisé pour récolter des CSH et 

cellules progénitrices nécessaires aux transplantations de moelle osseuse [154]. 
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Plusieurs applications du G-CSF en médecine régénérative sont en émergence, 

comme par exemple l’utilisation de cette cytokine en tant que neuroprotecteur; 

stimulant de la neurogénèse et inhibant l’apoptose et l’inflammation [155, 156]. 
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4.3.3 La Prostaglandine E2 (PGE2) 

Une autre molécule de signalisation pouvant affecter la niche osseuse est la 

PGE2. Les prostaglandines sont dérivées de l’acide arachidonique produit via 

l’activation des cyclooxygénases 1 et 2 (COX-1 et COX-2) dans plusieurs tissus 

où elles sont impliquées dans les processus physiologiques et pathologiques 

[157].  

La PGE2 est l’écosanoïde le plus abondant et le médiateur de plusieurs 

systèmes physiologiques [158]. La PGE2 peut cibler les composantes stromales 

et hématopoïétiques de la moelle osseuse. Elle est connue pour avoir des effets 

à la fois inhibiteurs et stimulateurs sur la différenciation des progéniteurs 

hématopoïétiques [159-164], ce qui lui confère plusieurs rôles dans 

l’hématopoïèse. Par exemple, il a été démontré que la PGE2  inhibait la 

croissance des granulocytes et des macrophages humains in vitro [165, 166] et 

la myélopoïèse in vivo [167], mais stimulait l’érythropoïèse et les cellules 

progénitrices de lignées multiples de façon dose-dépendante [164, 168]. La 

PGE2 peut aussi stimuler les ostéoblastes humains et murins [169-176] vu son 

implication dans la résorption osseuse [177] et peut à la fois inhiber ou stimuler 

les cellules ostéoclastiques, dépendamment du modèle expérimental utilisé 

[178-181]. De plus, l’hormone parathyroïde (PTH), connue pour favoriser la 

prolifération indirecte des CSH via son effet sur les cellules ostéoblastiques 

dans la moelle osseuse, est en fait un des principaux stimulateurs de la PGE2 

[182-185]. 
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CHAPITRE V 

5.1 L’UTILISATION DES CSM EN CLINIQUE 

La réparation de tissus endommagés par l’utilisation de cellules souches 

dérivées de la moelle osseuse ou du sang représente une approche novatrice en 

médecine régénérative. Les CSM sont utilisées en clinique en tant qu’outil 

thérapeutique grâce à leur capacité d’auto renouvellement, de différenciation et 

d’immunomodulation. 

Plusieurs études cliniques visent à traiter la GvHD à l’aide de CSM. La 

GvHD chronique est une des plus grandes limitations au succès des greffes 

allogéniques de CSH. Afin de prévenir la GvHD, les patients recevant une 

allogreffe doivent subir des traitements immunosuppressifs à long terme. Selon 

les statistiques, le tiers des patients ne réagissent pas à la première ligne de 

thérapie consistant en une combinaison de corticoïde et d’inhibiteur de 

calcineurine, ce qui donne un prognostique peu encourageant à ces patients 

[186]. 

 Pour aider la prévention de  la GvHD, des études cliniques visent  à 

utiliser une thérapie à base de CSM pour leur propriété immunomodulatrice 

unique, incluant l’inhibition de la prolifération des cellules T stimulées par des 

allo-antigènes et mitogènes, et la prévention de l’activité cytotoxique des 

cellules T. Par exemple, une étude en phase II en cours a pour objectif d’évaluer 

la sécurité et l’efficacité d’infusions de CSM cultivées ex vivo pour le 

traitement de patients ayant développé la GvHD [187]. 

D’autres études cliniques utilisent les CSM dans le traitement des 

GvHDs, comme c’est le cas des investigations menées afin de déterminer les 

effets secondaires et la meilleure dose de CSM dans le traitement de la GvHD 
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aigüe ou chronique chez les patients subissant une transplantation de cellules 

souches [188-190].  

Les CSM sont aussi utilisées en clinique dans les traitements d’infarctus 

du myocarde. Plusieurs études cliniques sont en cours, car les maladies 

cardiovasculaires sont considérées comme étant une des plus grandes causes de 

mortalité. Les cardiomyopathies ischémiques se définissent par des dommages 

permanents dans certaines aires du cœur qui sont privées de sang lors d’une 

attaque cardiaque. Le rétablissement après une attaque cardiaque peut être géré 

via une médication et des changements au style de vie, mais ces traitements ne 

peuvent pas renverser tous les dommages générés au cœur. Les CSM sont 

considérées comme des agents thérapeutiques intéressants pour une thérapie 

cellulaire via une injection intracoronarienne. Des études sont en cours pour 

évaluer si cette méthode est sécuritaire pour réparer les dommages causés lors 

d’un infarctus du myocarde [191, 192]. 

 

Les CSM peuvent aussi être utilisées lors de traitements d’une 

défaillance du foie. Cette maladie présente des symptômes cliniques 

dramatiques pouvant aller jusqu’à des nécroses massives des cellules du foie. À 

ce jour, la transplantation du foie est la seule option thérapeutique disponible 

pour les patients. Cependant, le manque de donneurs, les complications 

chirurgicales et les coûts élevés causent de sérieux problèmes. Des études ont 

démontré que les CSM dérivées de la moelle osseuse pouvaient remplacer les 

hépatocytes du foie endommagé et restaurer la défaillance du foie, puis 

contribuer à sa régénération.  Une étude clinique est présentement en cours afin 

d’évaluer la sécurité et l’efficacité d’un traitement via une transfusion 

intraveineuse de CSM de sang de cordon ombilical pour les patients présentant 

une défaillance du foie [193]. 
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Les CSM sont présentement utilisées d’autres essais cliniques 

notamment pour l’élaboration de traitements pour de la maladie de Crohn, le 

diabète de type I et des scléroses multiples [75]. 

 

Finalement, beaucoup d’études portant sur l’application de techniques  

de modifications géniques des CSM démontrent que ces cellules peuvent être 

utilisées comme un outil de thérapie cellulaire très intéressant. La capacité 

d’auto renouvellement et la possibilité d’amplifier les CSM in vitro sont des 

atouts permettant facilement leur utilisation en laboratoire. De plus, plusieurs 

études ont démontrées que les CSM sont faciles à transduire avec une variété de 

vecteurs et que cela ne semble pas affecter leur croissance. Les CSM sont 

considérées  comme d’excellents véhicules pour le transfert de gène dans les 

essais cliniques. Il a été rapporté dans plusieurs modèles animaux que les CSM 

conservaient leur activité biologique après une transfection génique via des 

vecteurs rétroviraux et qu’elles avaient la capacité d’exprimer le gène d’intérêt, 

par exemple l’IL-3, les facteurs humains VIII et IX, et l’érythropoïétine 

humaine, et ce pour de longue périodes in vivo [194].   
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5.2 LES CSM EN TANT QU’AGENT 

THÉRAPEUTIQUE POUR AMÉLIORER LA PRISE 

DE GREFFE HÉMATOPOÏÉTIQUE  
 

Pour la transplantation hématopoïétique, il est primordial d’acquérir un état de 

tolérance ou d’insensibilité immunologique, et de régénérer le 

microenvironnement osseux. Plusieurs évidences montrent que les CSM 

peuvent faciliter ces processus. 

 

Plusieurs études utilisant les CSM en tant qu’agents thérapeutiques pour 

l’amélioration de la prise de greffe hématopoïétique ont été menées dans 

différents modèles animaux. Par exemple, les résultats d’infusions systémiques 

de CSM allogéniques dérivées de la moelle osseuse de babouins ont montré une 

suppression de la prolifération des lymphocytes et le prolongement de la survie 

des greffes allogéniques comparativement aux animaux ne recevant pas de 

thérapie cellulaire à base de CSM [195]. D’autres études sur des souris 

NOD/SCID montrent que la co-infusion de CSM et de CSH dérivées de sang de 

cordon et de placenta exprimant le CD34+ est associée avec l’augmentation de 

la prise de greffe hématopoïétique [196, 197]. Il est à noter que l’amélioration 

de la prise de greffe via une thérapie cellulaire de CSM a lieu lorsque les doses 

de CSH transplantées sont particulièrement faibles. D’autre études chez les 

primates non-humains ont démontré que la co-transplantation de CSM 

améliorait la prise de greffe de CSH après une transplantation intra-osseuse 

autologue [198].  

 

Les résultats expérimentaux obtenus par les expériences in vitro et dans 

les modèles animaux concernant les propriétés immunomodulatrices et 

l’amélioration de la prise de greffe des CSM ont généré un intérêt quant à leur 
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application clinique lors de transplantations de moelle osseuse, dans le but de 

prévenir le rejet de greffe et de faciliter la restauration hématopoïétique. 

 

Cependant, les résultats chez l’homme sont contradictoires. Le premier 

essai clinique utilisant des CSM pour accélérer la régénération hématologique a 

été effectué chez des patients atteints du cancer du sein via leur co-infusion 

avec des CSH dérivées de sang périphérique. Aucune toxicité reliée aux CSM  

n’a été rapportée et une reconstitution hématopoïétique rapide a été notée [199]. 

Après ces résultats, plusieurs études de phase I et II ont été menées afin 

d’évaluer la sécurité de l’infusion de CSM chez les patients atteints de 

désordres hématologiques recevant une transplantation de CSH allogénique 

[200]. Les résultats démontrent encore que la co-infusion de CSM n’a pas été 

associée avec des effets délétères; que la reconstitution hématopoïétique est 

rapide pour la plupart des patients, et que les temps de prise de greffe de 

neutrophiles et de plaquettes; et qu’une GvHD modérée à sévère est observée 

seulement chez 28 % des patients.  

 

Cependant, d’autres études pédiatriques évaluant la sécurité et 

l’efficacité de la co-transplantation de CSM avec des CSH dérivés de sang de 

cordon ombilical ont été menées. Les résultats démontrent que cette technique 

est faisable et sécuritaire, mais cette fois-ci aucune différence n’a été observée 

en ce qui attrait aux taux de prise de greffe et aux vitesses de régénération 

hématologique entre les groupes de patients traités ou non avec des CSM [196, 

201]. De plus, il a été démontré que chez des patients recevant une 

transplantation de sang de cordon auxquels on administrait des CSM au 

moment de la transplantation ne présentaient aucun effet sur la cinétique des 

cellules greffées, tout comme sur la prévention de la GvHD [202]. 

 

Ces derniers résultats indiquent que la co-transplantation de CSH et de 

CSM est sécuritaire, mais il reste incertain que les CSM soient réellement 
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efficaces dans l’amélioration de la prise de greffe hématopoïétique et pour 

l’accélération de la vitesse de reconstitution hématologique. Les résultats 

expérimentaux contradictoires entre les modèles in vivo et in vitro pourraient 

être attribués à l’hétérogénéité des populations cellulaires de CSM 

dépendamment de la source tissulaire animale et humaine. De plus, les 

mécanismes par lesquels les CSM pourraient favoriser la prise de greffe 

hématopoïétique lors d’une co-transplantation restent controversés. En fait, si 

l’action des CSM est de moduler la prise de greffe hématopoïétique via des 

mécanismes immunomodulateurs ou de régénération du microenvironnement 

osseux, la présence des CSM transplantées dans la niche osseuse devrait être 

nécessaire. Cependant, un grand nombre d’études ont documenté que les CSM 

ne nichent pas à la moelle osseuse [203, 204]. Suite à une co-transplantation, il 

a aussi été démontré que les cellules stromales de la moelle demeure d’origine 

du receveur dans la majorité des patients [201, 205-207]. 

 

Finalement, plusieurs résultats mettent en évidence l’implication des 

CSM dans la prise de greffe hématopoïétique. Cependant, d’autres études 

devront être menées afin de mieux comprendre les mécanismes induits par les 

CSM. 
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CHAPITRE VI 
 
 
6.1 HYPOTHÈSES DE TRAVAIL 

La réparation de tissus endommagés par l’utilisation de cellules souches 

dérivées de la moelle osseuse ou du sang représente une approche novatrice en 

médecine régénérative. Lors de greffes hématopoïétiques, le patient est 

conditionné par de la chimiothérapie et de l’irradiation afin d’éliminer les 

cellules hématopoïétiques et souvent cancéreuses du receveur. 

Malheureusement, ces traitements endommagent aussi l’os du receveur, dont 

les CSM ayant la capacité de se différencier en plusieurs types cellulaires 

formant une niche osseuse aux cellules hématopoïétiques. Les causes 

moléculaires impliquées dans le nichage des cellules hématopoïétiques à la 

moelle sont encore inconnues. Cependant, nous avons remarqué la sécrétion 

d’une cytokine (G-CSF) dans l’espace médullaire suite à l’irradiation.  

Notre hypothèse de travail est que l’altération du microenvironnement 

osseux aurait un impact limitant sur la prise de greffe hématopoïétique. De plus, 

G-CSF étant une cytokine impliquée dans la mobilisation cellulaire, 

l’augmentation de son expression dans l’espace médullaire est fort 

possiblement nuisible à la prise de greffe.  
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6.2 OBJECTIFS 
 

Notre projet de recherche a été élaboré dans le but d’améliorer la prise de greffe 

hématopoïétique suite à l’exposition aux radiations ionisantes.  

 

 Notre premier objectif a été de déterminer si la régénération du 

microenvironnement osseux par thérapie cellulaire pouvait 

faciliter la restauration de l’hématopoïèse.  

 

 Notre deuxième objectif était d’évaluer si le blocage transitoire 

du G-CSF, empêchant son activité mobilisatrice sur le CSH, 

favoriserait le nichage hématopoïétique.  

 

À l’aide d’un modèle de prise de greffe chez la souris, nous avons étudié 

le potentiel des CSM génétiquement modifiées ou non dans le processus 

d’amélioration de la prise de greffe. Afin de répondre à ces objectifs, nous 

avons voulu déterminer si l’injection de CSM avait un effet bénéfique sur le 

nichage hématopoïétique des CSH, suite à l’irradiation. De plus, nous avons 

voulu évaluer si l’injection de CSM augmentait le nichage en absence de 

dommage au stroma induit par l’irradiation. Finalement,  nous avons vérifié 

l’effet du blocage de la mobilisation cellulaire induite par le G-CSF via 

l’injection de CSM modifiées génétiquement pour surexprimer et sécréter le 

récepteur soluble recombinant du G-CSF.  

 

Les résultats obtenus au cours de ce projet de recherche sont présenté 

sous forme d’un article qui est présentement en rédaction. Ceux-ci démontrent 

que l’irradiation endommage le microenvironnement osseux et augmente le 

niveau de G-CSF dans la moelle osseuse, et que ce sont les principales causes 
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diminuant l’efficacité du nichage hématopoïétique. Fort heureusement, la 

thérapie à base de CSM peut renverser les effets néfastes dus à l’irradiation. 
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CHAPITRE VII 
 

7.1 RÉSULTATS 

Injection of a G-CSF decoy receptor as an alternative strategy 

to stromal cell therapy to increase homing  
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ABSTRACT 

 

Patients treated for cancer therapy using ionizing radiation have delayed tissue 

repair and regeneration. The mechanisms mediating these defects remain 

unknown, thus limiting the development of therapeutic approaches. Using an 

engraftment model, we investigated the mechanisms by which irradiation 

exposure limits hematopoietic tissue regeneration. Our results show that 

microenvironment damage by irradiation limits hematopoietic homing in 

irradiated mice, compared to non-irradiated mice. Because the 

microenvironment is mainly composed by mesenchymal stem cells (MSCs)-

derived cells, we evaluated the potential of MSCs to improve hematopoietic 

tissue regeneration by bone marrow niche reconstitution in irradiated mice. 

Injection of MSCs led to remarkable enhancement of hematopoietic homing in 

mice exposed to irradiation. We also found that increase G-CSF level, a 

cytokine implicated in cellular mobilization, in the medullary space following 

irradiation may possibly be harmful to engraftment. We evaluated the potential 

of MSCs secreting a soluble G-CSF decoy receptor therapy to sequester G-CSF 

transiently, and results obtained show that G-CSF blocking improved 

hematopoietic homing. Overall, our findings indicate that bone marrow 

microenvironment and G-CSF level are important in hematopoietic homing 

processes, and that the decline in hematopoietic tissue regeneration potential 

following irradiation can be reversed by cellular therapy of MSCs genetically 

modified or not. 

 

 

Key Words: MSCs, hematopoietic homing, irradiation, G-CSF, bone marrow 

microenvironment 
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INTRODUCTION 
 

Umbilical cord blood (UCB) cells are being increasingly used as an alternative 

source for hematopoietic stem cell transplantation (review by Rocha and 

Broxmeyer) [1]. Despite several advantages such as greater availability and 

immune tolerance, the UCB contains a limited number of hematopoietic stem 

cells (HSC) available for transplantation. Limited HSC supply, combined with 

the low level of these cells returning back to the marrow (approximately 1%, a 

term referred to as homing), can translate into an increased risk of graft failure 

and delayed hematopoietic engraftment [2].   

 

    Low level homing is observed independently of the source of HSC 

injected and therefore numerous efforts have been made to enhance this 

important physiological process. Our comprehension of homing is limited to the 

role of some adhesion molecules and cytokines. In particular, the stromal cell 

derived factor-1 alpha (SDF-1a), a chemoattractive cytokine present in the 

marrow niche, has an important role in homing of HSC [3,4]. Conversely, 

injection of the granulocyte cell stimulating factor (G-CSF), a cytokine playing 

an essential role in granulopoiesis, induces rapid stem cell mobilization, and 

thus the egress of HSC from the bone marrow [5,6].  

 

Different approaches are being investigated to increase homing and 

engraftment. The injection of a higher number of HSC through the recent 

development of ex vivo expansion techniques, although an attractive strategy, 

will likely face safety issues [7]. Alternatively, some have tried to increase 

homing by inhibiting a specific peptidase (CD26) responsible for the truncation 

and inactivation of SDF-1α [8,9]. Others have looked into injecting HSC 

directly into the iliac crest as a way to circumvent the need for homing [10,11]. 

The results from these approaches, most of which are currently being tested in 

phase I/II clinical trials, are thus far either not available or disappointing [12]. 
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Further studies have investigated the co-transplantation of bone marrow 

derived stromal cells (often referred to as MSC) together with hematopoietic 

cells to improve homing and engraftment [13-15]. This idea stems from the 

generally accepted concept that exposure to conditioning drugs (i.e. ionizing 

radiation (IR) and/or busulfan) damages the stromal microenvironment, 

preventing adequate homing and retention of the injected HSC [16]. While the 

co-transplantation of stromal cells was shown to be safe in humans, it was not 

shown to promote homing/engraftment convincingly. This is in contrast to 

previous work done in mouse models where co-transplantation of stromal cells 

was showed to be beneficial [17-19]. Altogether, these various approaches have 

in most cases only slightly improved homing and engraftment, suggesting that 

novel strategies need to be explored.   

 

Intriguingly, the extent to which homing is reduced as a result of IR-

induced damage to the microenvironment, and then restored by stromal cell 

therapy, is not known. Here, we report that homing is severely impaired 

following exposure to IR and that stromal cell therapy only partially restores 

this defect. Moreover, we identified an increase in the level of G-CSF in the 

marrow eluates of irradiated mice and provide evidence that expression of a 

soluble G-CSF decoy receptor is a novel approach to promoting homing.  
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MATERIALS AND METHODS 
 

Mice 

Eight to 12 week-old female C57BL/6J mice were purchased from Charles 

River (Wilmington, MA). All mice were allowed to acclimate at least one week 

prior to their use for experimentation. All in vivo manipulations were approved 

by the Comité Institutionnel des Bonnes Pratiques Animales en Recherche of 

CHU Ste-Justine (protocol number S10-32).  

Isolation, purification and characterization of mesenchymal stromal cells 

Bone marrow was collected by flushing tibias, femurs and iliacs from 

C57BL/6J mice in phosphate buffer solution. Cleaned bones were next cut in 

small fragments of 1-2 mm and digested for 45 minutes with 0.25 % 

collagenase type 1 (Sigma, St Louis, MO). Bone marrow-derived stromal cells 

were isolated based on their property to attach to polystyrene following culture 

for 7 days in α-MEM containing 10 % fetal bovine serum and 1 % 

penicillin/streptomycin. Stromal population was then expanded for 2-4 passages 

(corresponding to 6-12 population doublings) in 3% oxygen and its phenotype 

confirmed by flow cytometry using the following antibodies: Ter119, CD31, 

CD45, CD44, CD90 and CD105, all purchased from BioLegend (SanDiego, 

CA). Otherwise, fresh (non-cultured) bone marrow-derived stromal cells were 

isolated using the EasySep® negative selection kit for mesenchymal 

progenitors (StemCell Technologies, Vancouver, BC) from tibias and femurs of 

C57BL/6 mice. Procedure was followed as recommanded by the manufacturer 

except that, 3 treatments of 0.25 % collagenase Type I solution were performed 

to improve cell recovery. Stromal cell purity was determined by flow cytometry 

using CD45 and Ter119 antibodies and evaluated at 80-90%. 
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Production of a soluble G-CSF decoy receptor 

Full length and truncated sequences of the G-CSF receptor (G-CSFR) were 

amplified by PCR using the pCR Blunt II TOPO plasmid containing the full G-

CSFR cDNA (purchased from OpenBiosystems, Huntsville, AL) as a template. 

PCR amplicons were cloned into pENTR1A destination plasmid (Invitrogen, 

Burlington, ON) and used to generate lentivectors (pLentiCMV/TO/G-CSFR 

and pLentiCMV/TO/solG-CSFR) using Gateway recombinaison technology 

(Invitrogen, Burlington, ON). The 3rd generation lentivector backbone was 

obtained from Dr. Eric Campeau (ericcampeau.com). Lentivirus production was 

performed using the standard method of transfection in 293T cells as previously 

described (Naldini et al #8602510). Finally, MSCs and 293T cells were 

transduced with lentivectors expressing the full and truncated forms of the G-

CSFR. Their expression in MSCs and 293T cells was confirmed by western 

blot using G-CSFR antibody (# sc-9173, Santa Cruz Biotechnology, Santa 

Cruz, CA).  

 

Conditionned media 

Conditionned media was collected from MSC, MSC/G-CSFR and MSC/solG-

CSFR cultured at 80 % of confluence in 100 mm dish. Briefly, cells were first 

rinced with phosphate-buffered saline twice and then transfer in serum-free 

media (α-MEM) for 72 hours. Conditionned media was collected and 

concentrated about 15 fold using Centricon®  Plus-70 columns (Millipore, 

Billerica, MA) and conserved at 4oC until used. Where indicated, 250 μl of 

concentrated conditioned media was injected intraperitoneally. 

 

solG-CSFR decoy fonctionnality assay 

MSC expressing endogenous levels of the G-CSFR were cultured at 80 % 

confluence and starved in serum free media for 24 hours. Cells were then 

stimulated for 5 minutes with conditionned media collected from MSC or MSC 

secreting the solG-CSFR and supplemented with either 0, 0.2, 2 or 20 ng/ml G-
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CSF. Cells were then washed with phosphate-buffered saline and resuspended 

in lysis buffer containing proteinase inhibitors. After incubation on ice for 30 

minutes, lysates were cleared by centrifugation and supernatants collected for 

western blots analysis using ERK1/2 and pERK1/2 antibodies (# ab17942 and 

ab50011, Abcam, Cambridge, MA). 

Homing    

C57BL/6 mice were exposed or not to a unique sublethal dose of 8 Gy total 

body irradiation (using cobalt-60 as a source). One or five days post exposure 

to IR, 5x106 nucleated bone marrow cells stained according to the manufacturer 

instructions with 0.5μM carboxyfluorescein succinimidyl ester (Invitrogen, 

Burlington, ON) or 4 μM PKH26 (Sigma, St. Louis, MO) were injected into the 

tail vein. 16 hours later, recipient mice were sacrificed and femoral bone 

marrow harvested for flow cytometry analysis of the absolute number or the 

proportion of labelled cells per femur using CountBrightTM absolute counting 

beads (Invitrogen, Burlington, ON). Where indicated, marrow stromal cells 

purified as described above were also injected either intravenously (tail vein) or 

intraperitonealy prior to the injection of labelled hematopoietic cell.  

Statistical analysis 

Statistical analyses were performed with the Graph Pad 5.0 software using 

unpaired Student t test and one-way ANOVA test. Results were considered 

statistically significant with p values < 0.05. 
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RESULTS 
 

Exposure to IR reduces homing to the bone marrow of mice 

Whether exposure to chemoradiotherapy benefits bone marrow transplantation 

by creating niche space and triggering the secretion of chemoattractive 

cytokines, such as SDF-1a, is controversial. To that effect, we used flow 

cytometry and absolute cell counts of fluorescently labelled hematopoietic cells 

to examine the impact of IR on homing.  Our results clearly demonstrate that 

homing to the bone marrow of mice is severely compromised following 

exposure to IR (8 Gy), an effect we found was even more pronounced 5 days 

post-IR, when compared to 1 day post-IR (p=0.0001 vs p=0.05, Fig. 1a).  These 

results (obtained using absolute cell counts) are in sharp contrast to what we 

observed looking at the proportion of labelled cells over the total number cells 

in the marrow (Fig. 1b), highlighting the importance of using the appropriate 

method to correctly assess homing.  These data are in accordance with previous 

work by Collis and colleagues [20] and provide further evidence that the 

marrow niche is severely impaired post exposure to IR.   

 

Injection of bone marrow stromal cells partially restores homing post 

exposure to IR 

Alteration of the bone marrow stromal microenvironment has been proposed as 

a mechanism by which homing is reduced post-IR. This hypothesis is supported 

by data showing that injection of bone marrow stromal cells increases homing 

and/or engraftment in mice [17-19].  Yet, some of these reports have showed 

increased homing in situations where the niche had no time to regenerate, such 

as when stromal cells are injected simultaneously with hematopoietic cells 

[17,19]. These observations led us to wonder if the injection of stromal cells 

post-IR can restore homing to the level observed in the absence of irradiation, 

and whether it could even promote homing in a situation where the 

microenvironment had not been damaged. 
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We first determined the extent by which the injection of bone marrow 

stromal cells can increase homing in conditions where the recipient mice had 

been exposed or not to IR. To that effect, we used a population of fresh 

(uncultured) bone marrow-derived stromal cells obtained from collagenase-

treated bone, phenotypically defined as CD45- CD31- CD44+ CD90dim, and 

expressing osteoblast-specific genes (Fig. S1 and Carbonneau et al.). We chose 

to work with this stromal population given that we had previously determined it 

gets damaged following exposure to IR (Carbonneau et al.), as well as to obtain 

a sufficient number of cells without the need to expand them in vitro. Indeed, 

Rambout and Ploemacher showed that in vitro expansion of bone marrow 

stromal cells compromises their functions at the niche, an observation that has 

subsequently been confirmed by others [21-23].    

 

Following exposure to IR, mice were injected intravenously with 5x104 

purified stromal cells or PBS alone and then allowed a short (5 days) 

regeneration period before homing was evaluated (Fig. 2a).  Using this 

protocol, we observed that the injection of stromal cells could increase homing 

by as much as 135% (p= 0.01) in mice exposed to IR (Fig. 2b). Surprisingly, 

injection of stromal cells using the same procedure was also found to modestly 

increase homing by 45% (p=0.05) in non-irradiated mice (Fig. 2b). Overall, 

MSC have potential to increase homing of HSC to the bone marrow. This 

powerfull potential is really interesting to use MSC as therapeutic agent. 

 

Increased levels of G-CSF in the marrow of irradiated mice 

Of high interest is also the observation that despite a very significant benefit 

from the injection of stromal cells in previously irradiated mice, homing was 

still approximately 3 fold lower than the baseline level observed in non-

irradiated mice. This suggests that alternative strategies to stromal cell therapy 

need to be explored so as to restore homing. The profile of secreted cytokines 

within the bone marrow microenvironment is known to be modified in response 
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to IR; an example would be the increased expression of SDF-1a [4]. Among 

cytokines whose expression could negatively impact homing, G-CSF is 

certainly a strong candidate.  Whether the level of G-CSF within the niche 

varies following exposure to IR, however, is not known. To answer this 

question, we measured by ELISA the level of G-CSF in the marrow eluate of 

irradiated and to non-irradiated mice femurs.  Two days after irradiation, levels 

of G-CSF were increased by as much as 70% (p=0.001), an increase we found 

was transient given those levels returned to control values one week post-IR 

(Fig. 3 and data not shown). Quantitative real-time PCR analysis performed on 

purified marrow stromal and hematopoietic cells did not reveal any variation at 

the mRNA level, suggesting the absence of G-CSF transcriptional regulation 

(data not shown). Based on this finding, and given the potential of G-CSF as a 

mobilizing agent, we made the hypothesis that inhibition of G-CSF may have 

the potential to increase homing.  

 

Expression of a G-CSF decoy receptor as a novel strategy to increase 

homing 

One method by which inhibition of G-CSF could be achieved is through the 

expression of a soluble G-CSF decoy receptor (solG-CSFR), which if expressed 

at sufficiently high level, could sequester G-CSF. Accordingly, we have 

engineered a truncated version of the G-CSFR lacking 211 amino acids on the 

C-terminus corresponding to the transmembrane and intracellular domains (see 

Fig. 4a). Cloning of the full and truncated versions of the G-CSFR in lentiviral 

vectors confirmed their stable expression at the expected molecular weight (Fig. 

4b). Importantly, the presence of the soluble receptor was only detected in the 

supernatant of cells transduced with the truncated form of the G-CSFR (latter 

referred as solG-CSFR, see Fig. 4b). The capacity of the solG-CSFR to 

sequester G-CSF was demonstrated in vitro by showing reduced ability of 

recombinant G-CSF to induce ERK1/2 phosphorylation in the presence of 

conditioned media (CM) containing the decoy receptor (Fig. 4c).  
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As a first attempt to sequester G-CSF systemic, we used cultured bone marrow 

derived stromal cells as a delivery vehicle to express the solG-CSFR in mice. 

We used an experimental protocol in which 15x106 stromal cells were injected 

intraperitoneally immediately after exposure of mice to IR and only one day 

before homing was determined (see Fig. 5a). We found the injection of stromal 

cells secreting the solG-CSFR to increase homing by as much as 90% when 

compared to mice who did not receive any cells (Fig. 5b). In comparison, 

injection of stromal cells alone conferred only a 37% increase in homing (Fig. 

5b). The benefit from the secretion of the solG-CSFR was also reproduced 

using this time only CM collected from stromal cells secreting or not the decoy 

receptor.  Using a protocol where 250 μl of concentrated CM (15-fold, see 

methods) was injected intraperitoneally twice (1 and 16 hours before homing), 

we were able to confer a 35% increase in homing, an effect not observed using 

CM collected from non-transduced stromal cells (Fig. 5c). These results suggest 

that the solG-CSFR can favour homing independently of the action of stromal 

cells and could therefore represent a novel therapeutic strategy to be used alone 

or in combination with stromal cell therapy.      
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DISCUSSION 
 

Homing of hematopoietic cells to the bone marrow microenvironment is a 

complex physiological process for which the cellular and molecular 

determinants are not fully understood. Here, we provide evidences that homing 

is severely impaired post exposure to IR, a phenotype that can be partially 

rescued by the injection of bone marrow stromal cells.  Intriguingly, the 

injection of stromal cells could increase homing in both irradiated and non-

irradiated mice, suggesting that one mechanism by which stromal cells benefit 

homing is independent of their expected role in regenerating the niche. How 

exactly the injection of stomal cells positively impact homing in absence of 

damage is not known, but may arise from an apparent increase in the size of the 

osteoblastic niche, which was showed to correlate with homing [24].  

 

Our results also revealed that homing is still severely impaired in irradiated 

mice that received stromal cell therapy, an observation that may be explained in 

several ways. First, it is well known that exposure to IR leads not only to the 

apoptosis of hematopoietic cells but also to the destruction of the bone marrow 

vasculature [25], a phenotype that certainly prevents the proper distribution of 

cells injected intravenously. In that effect, we have tried preventing IR-induced 

damage by using pifithrin-α, an inhibitor of p53 who was showed to inhibit 

apoptosis in irradiated mice [26,27].  Unfortunately, the injection of pifithrin-α, 

at a dose reported to efficiently prevent apoptosis in mice, did not improve 

homing (as determined in absolute cells counts) in our model (data not shown).  

Whether the injection of pifithrin-α can efficiently preserves the bone marrow 

vascular network remains however to be determined.  

 

Secondly, it is very likely that the amount of stromal cell injected in our 

model (5x104) is insufficient to fully restore homing.  This limitation originates 

from the fact that we worked with a stromal cell population that had not been 
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previously expanded in vitro and thus for which only a very limited number of 

cells can be obtained. Indeed, the purification procedure we used only allowed a 

very limited number of stromal cells to be purified and labelled from one donor 

mouse (about 2-3x104 cells from collagenase treatment of long bones from 

tibias and femurs, see Fig. S1). Still, we believe that using non-cultured stromal 

cell populations is highly preferable given we found the injection of bone 

marrow stromal cells obtained following in vitro expansion (see Landry et al. 

[28]) had no beneficial impact on homing (data not shown).  While it is difficult 

to compare expanded stromal cell populations with more heterogeneous freshly 

sorted cells, these results underline the importance of developing in vitro 

expansion protocols that would preserve the cellular functions and/or properties 

of marrow stromal cells [21-23].  Noteworthy, marrow stromal cells obtained 

following in vitro expansion could still modestly increase homing when 

injected intraperitoneally at a dose of 15x106 (Fig. 5b), suggesting these cells, 

albeit the large number injected, still retained some capacity in enhancing 

homing.   

 

Looking for alternative strategies to restore homing post-IR, we made the 

observation that the level of G-CSF is increased in marrow eluates shortly after 

IR (Fig. 3). This increase was transient and did not appear to be 

transcriptionnaly regulated, suggesting that G-CSF may have been released in 

the marrow space from dying cells. We believe that an increase in the level of 

G-CSF post-IR could have a long-lasting impact on homing through for 

instance the known effects of G-CSF on osteoblasts homeostasis and the SDF-

1α/CXCR4 axis [5,29]. It is also worth mentioning that we also observed an 

increase in G-CSF levels in serum of aged (20 months) compared to young (3 

months) mice (Fig. S2). Given it is well described that aged mice have a higher 

number of circulating HSC in blood compared to young mice [30], it is 

tempting to speculate that variations in the endogenous level of G-CSF may be 

sufficient to favour the egress of cells out of the marrow.  
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We also demonstrated that a soluble G-CSF decoy receptor can improve 

homing when delivered in mice using marrow stromal cell as a delivery vehicle 

or when injected directly in the form of conditioned media. The impact of our 

decoy receptor on homing was superior to the action of a G-CSF blocking 

antibody which, when injected at a dose of 10 μg per mouse (a dose reported to 

inhibit the action of G-CSF in mice) [31] did not significantly increase homing 

(see Fig. S3). Unfortunately, it was not possible to increase engraftment 

following the injection of conditioned media containing the solG-CSFR (twice 

intraperitoneally as in our homing protocol, data not shown).  Nonetheless, we 

believe the experimental conditions used in our study may be further optimized 

by the future development of a purified recombinant version of the G-CSF 

decoy receptor, which could then be injected at a higher concentration and thus 

potentially have a greater impact on homing and engraftment.  Also, the 

development of a recombinant decoy receptor with a greater affinity to G-CSF 

compared to the endogenous receptor may be advantageous. 

 

In conclusion, our results demonstrate that homing is severely compromised 

in a time dependent manner following exposure to IR, a phenotype we think is 

currently overlooked in the clinic.  We believe it may be beneficial to develop 

bone marrow transplantation protocols in which HSC are injected rapidly after 

exposure to IR.  Our results also suggest that a better knowledge of cytokines 

released in the bone marrow microenvironment following IR-induced damage 

(such as G-CSF) could lead to the development of novel strategies improving 

homing. 
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FIGURE LEGENDS 
 

Figure 1 : Impaired homing to the bone marrow following exposure to IR. 

(A) Absolute number and (B) proportion (average ± SEM) of PKH26+ cells 

present in femurs whole bone marrow (WBM) of mice transplanted with 5x106 

WBM PKH26+ cells and exposed (+) or not (-) to IR (8 Gy) 2 or 5 days prior to 

sacrifice. n=6-20-8-10 mice per group. Student t test *p<0.05, ****p<0.0001.  

Figure 2: Injection of bone marrow stromal cells (MSC) partially restores 

homing post IR. (A) Schematic of the experiment. Mice were exposed (+) or 

not (-) to IR (8 Gy) and were injected or not with 5x104 MSC. 5 days later, 

mice were transplanted with 5x106 WBM PKH26+ cells and sacrified the day 

after. (B) Homing was determined by the absolute number of PKH26+ cells 

present in femurs whole bone marrow (WBM) of mice. n=8-6-12-10 mice per 

group (CTR (□) and MSC (■)). Student t test *p<0.05, **p<0.01 (compared to 

CTR mice). 

Figure 3: Increased level of G-CSF in the bone marrow following exposure 

to IR. (A) ELISA analysis of G-CSF secreted in femur of mice exposed to IR 

(8 Gy) 2 days and 1 week prior to sacrifice, compared to CTR mice non-

irradiated. n=18-12-10-10 mice per group. One-way ANOVA test ***p<0.001. 

Figure 4: Generation of a secreted G-CSF decoy receptor. (A) Schematic of 

the G-CSF receptor and G-CSF decoy receptor (lacking transmembrane and 

extracellular domains). (B) Westen blot analysis of G-CSF receptor expression 

in cell lysates and conditionned media (CM) of 293T cells non-transfected 

(CTR), transfected with full length G-CSFR receptor (G-CSFR) or soluble G-

CSF decoy receptor (solG-CSFR). (C) Western blot analysis of pERK1/2 and 

ERK1/2 expression in cell lysates of MSC stimulated with conditionned media 

of MSC or MSC/solG-CSFR and next supplemented either with 0, 0.2, 2 or 20 

ng/ml G-CSF. Proportion of pERK inhibition by solG-CSFR decoy was 
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determined by band intensity comparison of cells stimulated with MSC/solG-

CSFR versus MSC conditionned media, for each condition of G-CSF 

supplementation (Data were correted with pERK/ERK ratio before inhibition 

analysis). 

Figure 5: Injection of a soluble G-CSF decoy receptor as a tool to increased 

homing. (A) Schematic of the experiment. Mice were sublethally irradiated (8 

Gy) and were injected intraperitoneally or not with 15x106 MSC or MSC/solG-

CSFR. The day after, mices were transplanted with 5x106 WBM CFSE+ cells 1 

day prior to sacrifice. (B) Homing was determined by absolute number of 

CFSE+ cells present in femurs whole bone marrow (WBM) of mice. n=6-12-15 

mice per group. Expression of solG-CSFR decoy was demonstrated by western 

blot analysis of conditionned media secreted by MSC non-transfected (CTR), 

MSC transfected with G-CSF receptor (G-CSFR) or soluble G-CSFR (solG-

CSFR). (C) Irradiated mice were injected or not with conditionned media of 

MSC or MSC/solG-CSFR, and were transplanted with 5x106 WBM CFSE+ 

cells the day after. Homing was determined by absolute number of CFSE+ cells 

present in femurs whole bone marrow (WBM) of mice 1 day following 

transplantation. n=9-7-10 mice per group. One-way ANOVA *p<0.05. 
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SUPPLEMENTARY MATERIAL 
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Figure S1: Isolation and purification of mouse mesenchymal progenitors. 

A) EasySep® negative selection kit procedure for mesenchymal progenitors 

purification (StemCell Technologies, Vancouver, BC). B) Count of cells per 

mouse obtained from collagenase-treated bone before purification (BP) in 

comparison with the cell recovery after purification (AP) by negative selection 

of CD45-/Ter119- cells and the purity  of bone marrow-derived stromal cells 

(MSC) determined by flow cytometry using CD45 and Ter119 antybodies 

(BioLegend, SanDiego, CA).  
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Figure S2: Increased level of G-CSF in serum of mice without exposure to IR. 

ELISA analysis of G-CSF secreted in serum of mice aged (20 months) compared 

to young (3 months) mice. n=8-7 mice per group. Student t test *p<0.05. 
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Figure S3: Injection of G-CSF antibody did not increased homing in 

irradiated mice model.  C57BL/6 irradiated (8 Gy) mice were injected 

intraperitoneally with G-CSF antibody (#AF-414-NA, R&D Systems, 

Minneapolis, MN) or goat IgG (#G-202-C, R&D Systems, Minneapolis, MN) at 

a dose of 10 μg per mouse prior to transplantation of 5x106 WBM CFSE+ cells. 

Mice were sacrified the day after and homing was determined by the absolute 

number of CFSE+ cells present in femurs whole bone marrow (WBM) of mice. 

n=5-6 mice per group. Student t test *p<0.05. 
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CHAPITRE VIII 
 
 
8.1 DISCUSSION ET PERSPECTIVES 
 
 
Nos travaux ont permis d’apporter de nouvelles connaissances sur des 

nouvelles avenues thérapeutiques pouvant contrer les effets indésirables de la 

chimiothérapie et/ou de la radiothérapie chez les patients traités pour le cancer. 

Nous avons déterminé que le conditionnement par irradiation avait un impact 

limitant sur la prise de greffe hématopoïétique, plus précisément sur le nichage 

de cellules hématopoïétiques à la moelle osseuse.  

 

Au cours de ce projet de recherche, nous avons d’abord déterminé si 

l’irradiation endommageait le microenvironnement osseux, ce qui pourrait 

expliquer les faibles taux de nichage hématopoïétique. Pour ce faire, nous avons 

comparé des groupes de souris irradiées ou non, et transplantées 2 ou 5 jours 

post-irradiation. Les résultats obtenus ont d’abord démontré que la méthode 

d’analyse de résultats de nichage par proportion (%) [208-210], c’est-à-dire, la 

quantité de cellules greffées dénombrées dans la moelle par rapport au nombre 

total de cellules dans la moelle, reflétait inadéquatement le nichage. En effet, ce 

calcul tient compte de la quantité totale de cellules dans la moelle, qui est 

diminuée après l’irradiation. Donc, pour un même nombre de cellules greffées 

ayant nichées, le résultat en pourcentage sera plus élevé dans une moelle 

irradiées comparativement à une moelle non-irradiée. Des études précédentes, 

utilisant la méthode par proportion, laissaient croire que l’irradiation serait 

bénéfique au nichage hématopoïétique, sous l’hypothèse que l’irradiation 

détruirait les cellules du microenvironnement osseux pour laisser la place aux 

cellules nouvellement transplantées [211]. Cependant, nous avons déterminé 

que l’approche permettant d’analyser le nichage en compte absolu reflétait 
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davantage la réalité. Cette technique permet de calculer la quantité de cellules 

ayant nichées à la moelle, sans tenir compte du nombre total de cellules dans la 

moelle. Nos résultats présentés ainsi, démontrent que l’irradiation est en fait 

néfaste au nichage hématopoïétique et que plus la période entre l’irradiation et 

la transplantation était longue, plus le dommage au microenvironnement était 

important, ce qui s’illustrait par une diminution de la cellularité de la moelle 

osseuse. 

 

Notre premier objectif était de déterminer si la régénération du 

microenvironnement osseux par une thérapie cellulaire à base de cellules 

stromales dérivées de la moelle pouvait faciliter la restauration de 

l’hématopoïèse. Par le fait même, nous avons voulu déterminer si un dommage 

à la moelle osseuse est nécessaire pour l’effet bénéfique de cette thérapie 

cellulaire sur le nichage hématopoïétique. Pour ce faire, nous avons d’abord 

démontré que l’injection de CSM améliorait le nichage hématopoïétique suite à 

l’irradiation. Les résultats s’expliquent par le fait que les CSM ont un effet 

bénéfique en régénérant la niche endommagée par l’irradiation. En effet, il est 

connu que les CSM peuvent migrer aux sites endommagés par irradiation  [78-

80] et qu’elles ont la capacité de s’y installer pour reformer le 

microenvironnement osseux et ainsi rétablir la fonction de la niche afin de 

favoriser le nichage hématopoïétique et le maintient des cellules 

hématopoïétiques à la moelle. 

 

Ensuite, nous avons remarqué que les CSM ont un effet bénéfique sur le 

nichage hématopoïétique, sans même qu’il n’y ait de dommage relié à 

l’irradiation. Cela pourrait s’expliquer par le fait qu’en condition normale, le 

microenvironnement est constamment sujet à des dommages et que même si  

peu nombreux, ceux-ci peuvent avoir un impact limitant sur le nichage 

hématopoïétique. Nous pouvons alors supposer que leur correction par les CSM 

peut être un facteur améliorant le nichage hématopoïétique. Une autre 
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hypothèse est que les CSM sécrètent des cytokines chimioattractantes pour les 

CSH, ce qui aurait aussi pour effet d’améliorer leur nichage. Cependant, 

d’autres études devront être effectuées afin d’approfondir nos connaissances 

quant aux voies impliquées dans ce processus. 

 

Même si la thérapie de CSM démontre une augmentation du nichage 

hématopoïétique suite à l’irradiation, cette technique laisse place à 

amélioration. En effet, les résultats démontrent que nous sommes loin d’avoir 

restauré les niveaux de nichage de base observés sans irradiation. Cela pourrait 

s’expliquer par le fait que la quantité de CSM que nous avons injectée était trop 

faible. En raison de la technique d’isolation et purification des CSM fastidieuse 

et peu rentable, il était impensable d’en injecter davantage. En effet, cette 

procédure ne permet d’obtenir qu’un nombre limité de cellules purifié 

d’environ 2-3x104 par souris. Comme des études montrent que la culture de 

CSM leur fait perdre certaines de leur caractéristiques « souches » [204], 

l’utilisation de cellules fraîches, non-cultivées in vitro, est un facteur 

restreignant quant à la quantité que nous pouvons injecter lors de nos 

expérimentations. Cependant, afin d’obtenir de meilleurs résultats, il serait 

intéressant d’effectuer une thérapie avec un plus grand nombre de CSM afin de 

pouvoir déterminer si nous pouvons améliorer davantage le nichage 

hématopoïétique. Néanmoins, avec aussi peu de CSM, nous avons obtenu des 

résultats encourageant, ce qui démontre l’importance et l’efficacité des CSM au 

microenvironnement osseux.  

 

D’autres essais devraient être effectués dans le but d’optimiser le 

modèle expérimental. En effet, nous avons supposé qu’une période de 5 jours 

était nécessaire et suffisante pour que les CSM injectées aient le temps de 

migrer à la niche osseuse et de régénérer le microenvironnement endommagé 

par l’irradiation. Cependant, si cette période est trop longue, la repopulation 

hématopoïétique se fera à partir des cellules hématopoïétiques de l’hôte au 
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détriment des cellules transplantées, ce qui va diminuer les résultats de nichage. 

Si cette période est trop courte, peut-être que nous n’obtenons qu’un aperçu 

partiel des capacités des CSM à améliorer le nichage hématopoïétique. Une 

mise au point de la période optimale entre l’injection de CSM et la greffe 

hématopoïétique devrait être effectuée afin d’obtenir de meilleurs rendements 

de nichage. Bien que plusieurs évidences laissent suggérer que l’efficacité de 

nichage hématopoïétique dépend du dommage au microenvironnement, il 

semble que la réparation de celui-ci par les CSM ne soit pas la seule stratégie 

pour améliorer le nichage hématopoïétique.  

 

Au cours de ce projet de recherche, nous avons démontré que le niveau 

de la cytokine G-CSF était augmenté dans la moelle osseuse suite à 

l’irradiation. Comme le G-CSF est connu pour être un mobilisateur des CSH, 

nous croyons que l’augmentation de cette cytokine dans l’espace médullaire 

pourrait avoir un impact limitant sur le nichage des CSH. Notre objectif était 

donc de déterminer si le blocage transitoire du G-CSF pourrait améliorer le 

nichage hématopoïétique. Pour ce faire nous avons modifié génétiquement des 

CSM afin qu’elles surexpriment le récepteur soluble du G-CSF (solG-CSFR). 

Le but étant que le solG-CSFR soit sécrété par les CSM afin de séquestrer 

transitoirement le G-CSF circulant.  

 

Nous avons d’abord vérifié la fonctionnalité in vitro du solG-CSFR en 

démontrant que cette molécule avait la capacité d’inhiber la signalisation du 

récepteur du G-CSF. En présence de la cytokine G-CSF, les cellules possédant 

son récepteur enclenchent une voie de signalisation, dont l’une des étapes est la 

phosphorylation de la protéine ERK1/2 [212]. À l’aide de CSM en culture, nous 

avons illustré par immunobuvardage qu’un conditionnement avec du solG-

CSFR inhibait la formation de pERK1/2 en réponse à la stimulation par le G-

CSF. 
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Ensuite, nous avons voulu déterminer l’effet d’une thérapie cellulaire 

bloquant le G-CSF par l’injection de CSM surexprimant le solG-CSFR 

(CSM/solG-CSFR) chez des souris irradiées avant la transplantation 

hématopoïétique. Les résultats démontrent une augmentation du nichage de 90 

% lors de l’injection de CSM/solG-CSFR comparativement au groupe contrôle 

sans CSM, ce qui confirme notre hypothèse selon laquelle le G-CSF limiterait 

le nichage hématopoïétique.  

 

Nous avons effectué une thérapie cellulaire à base de CSM modifiées 

génétiquement pour surexprimer le récepteur complet du G-CSF, à titre de 

contrôle. Les résultats observés  démontrent aussi une augmentation du nichage 

(55 %) (données non présentées). Cela pourrait être du au fait qu’en 

surexprimant le récepteur à leur surface, les CSM séquestrent suffisamment de 

G-CSF circulant, ce qui causerait un déséquilibre du niveau de cette cytokine et 

empêcherait partiellement son effet mobilisateur sur les CSH. Étonnamment, un 

contrôle où les souris ont été injectées avec des CSM non-modifiées 

génétiquement démontre une amélioration notable du nichage (37 %). Puisque 

les CSM expriment normalement la forme membranaire du récepteur du G-

CSF, il se pourrait que cela empêche, mais de façon limitée, l’effet mobilisateur 

du G-CSF. De plus, le phénotype sécrétoire des CSM étant peu connu, il est fort 

probable que les CSM, par le biais d’autres molécules, pourraient améliorer le 

nichage des CSH. Cependant, d’autres études devront être effectuées afin de 

déterminer quelles sont les voies impliquées dans ce processus. 

 

Malgré ces résultats encourageant, il a y encore place à optimisation, car 

nous somme encore une fois loin de retrouver le niveau basal de nichage sans 

irradiation. Vu la quantité de cellules injectées, soit de 15x106, il est peu 

concevable de vouloir améliorer la thérapie en augmentant le nombre de 

cellules. Cependant, il serait possible de modifier génétiquement les CSM afin 

qu’elles produisent davantage la protéine d’intérêt. De plus, d’autres essais 
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doivent être effectués en ce qui attrait au temps d’injection après irradiation. En 

effet, nous avons démontré in vitro les CSM/solG-CSFR produisait le solG-

CSF, cependant nous n’avons pas démontré que cette molécule est synthétisée 

in vivo pour toute la période précédant la transplantation hématopoïétique. Il 

serait intéressant de refaire cette expérience avec différents temps d’injections 

de CSM/solG-CSFR afin d’évaluer la période optimale favorisant le nichage 

hématopoïétique. 

 

Afin d’évaluer plus précisément le rendement du nichage 

hématopoïétique via le blocage du G-CSF et de contrer la problématique de la 

quantité de cellules pouvant être injectée chez la souris, nous avons reproduit le 

principe du modèle expérimental précédant en remplaçant l’injection de CSM 

par du milieu conditionné sécrété par celles-ci. Les résultats démontrent une 

différence significative d’amélioration du nichage hématopoïétique avec une 

thérapie de milieu conditionné de CSM/solG-CSFR comparativement au 

contrôle sans milieu conditionné. Néanmoins, cette approche confirme notre 

hypothèse selon laquelle le G-CSF a un impact limitant sur le nichage 

hématopoïétique. Cependant, contrairement au modèle précédent, la thérapie à 

base de milieu conditionné de CSM non-modifiées génétiquement n’améliore 

pas de façon significative le nichage des CSH à la moelle osseuse. Cela pourrait 

s’expliquer par le fait que les récepteurs du G-CSF exprimés en surface des 

CSM sont absents dans le milieu conditionné sécrété par celles-ci et n’ont donc 

aucun impact sur le nichage hématopoïétique. 

 

Encore une fois, il y a place à optimisation. Avec l’utilisation de milieu 

conditionné, il y a une augmentation du nichage de 35 % comparativement à 90 

% pour la thérapie cellulaire de CSM/solG-CSFR. Cette différence pourrait 

s’expliquer par le fait qu’on ne connaît pas le temps de demi-vie du récepteur 

soluble, ni son affinité et la durée d’interaction ligand récepteur. Il serait 

intéressant de créer une molécule plus stable en fusionnant par exemple une 
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partie Fc d’immunoglobuline et de vérifier si cela améliore l’effet bénéfique sur 

le nichage [213]. Aussi, vu que la quantité de cellules injectées est énorme, 

l’effet des récepteurs membranaires séquestrant le G-CSF s’additionne à l’effet 

anti-G-CSF procuré par le récepteur soluble sécrété. De plus, le nichage moins 

élevé avec l’injection de milieu conditionné pourrait être du au fait que le 

milieu conditionné injecté représente une quantité moindre de solG-CSFR 

comparativement à la quantité sécrétés par les CSM in vivo. Il serait alors 

intéressant de répéter cette expérience avec différents temps et quantité 

d’injection de milieu conditionné 

 

Finalement, comme le but de mon projet de maîtrise était d’améliorer la 

prise de greffe hématopoïétique, nous avons voulu déterminer si l’amélioration 

du nichage se traduisait à long terme par une meilleure prise de greffe. Pour ce 

faire, nous avons utilisé le modèle murin NOG [214], auquel nous avons 

transplanté des CSH humaines exprimant le CD34+. Nous avons voulu 

déterminer si la thérapie bloquant l’effet mobilisateur du G-CSF via l’injection 

de milieu conditionné contenant du solG-CSFR était bénéfique à la prise de 

greffe. Il a déjà été démontré que le G-CSF murin agissait sur le G-CSFR 

humain [215]. Malheureusement, les résultats supplémentaires ajoutés en 

annexe de ce mémoire (voir figure A1.1) démontrent que la prise de greffe 6 

semaines post-transplantation n’est pas améliorée.  

 

Pour cette expérience, la quantité de cellules CD34+ transplantées a été 

évaluée de façon à accorder une prise de greffe limitée, permettant de 

facilement observer s’il y a ou non amélioration suite à la thérapie. Ces résultats 

pourraient alors s’expliquer soit par un mauvais dosage du milieu conditionné 

de CSM/sol-G-CSFR injecté, soit par des temps d’injections non-optimaux. 

Sinon, ces résultats pourraient s’expliquer par le fait que nous avons transplanté 

des cellules humaines dans un modèle murin. Des études ont démontré que la 

mobilisation de cellules murines dans un modèle murin était induite par le G-
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CSF  [216], de même que des cellules humaines dans un modèle humain [152, 

217, 218]. Cependant, rien n’indique que le G-CSF murin a un effet 

mobilisateur sur les CSH humaines dans un modèle murin. 
 

 Donc, avant d’affirmer que les données précédentes contredisent notre 

hypothèse, nous avons répété cette expérience dans un modèle murin (voir les 

résultats supplémentaires en A1.2). Les résultats laissent croire que la prise de 

greffe est améliorée grâce à la thérapie à base de milieu conditionné de 

MSC/solG-CSFR. Cependant, l’impact à long terme de cette thérapie sur la 

prise de greffe devra être confirmé en effectuant d’autres essais afin d’être 

confiant de nos résultats.  
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CHAPITRE IX 
 
 
9.1 CONCLUSION 
 
En résumé, les résultats présentés dans ce mémoire apportent de considérables 

connaissances quant aux nouvelles avenues thérapeutiques pouvant améliorer la 

prise de greffe hématopoïétique. Plus précisément, nos travaux ont permis de 

déterminer que le conditionnement par irradiation endommageait le 

microenvironnement osseux au niveau cellulaire et au niveau de l’équilibre de 

la cytokine G-CSF. Nous avons d’abord démontré qu’une thérapie cellulaire à 

base de CSM pouvait partiellement corriger les dommages cellulaires du 

microenvironnement osseux, ce qui améliorait le nichage hématopoïétique. De 

plus, nous avons démontré qu’une thérapie bloquant le G-CSF via l’injection de 

CSM modifiées génétiquement surexprimant le solG-CSFR ou l’injection du 

milieu conditionné sécrété par celle-ci, limitait la mobilisation des cellules 

transplantées, ce qui favoriserait le nichage hématopoïétique. À long terme, tout 

porte à croire que ces thérapies de CSM ou de bloqueur du G-CSF pourraient 

améliorer la prise de greffe hématopoïétique et ainsi favoriser la survie et le 

rétablissement des patients traités contre le cancer. 
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A1. RÉSULTATS SUPPLÉMENTAIRES 
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Figure A.1.1: Injection of bone marrow stromal cells (MSC) expressing solG-
CSFR improved hematopoietic reconstitution post IR. CD45.2 irradiated (10 
Gy) recipients mice were injected intravenously (tail vein) or not (control CTR) 
with 5x104 MSC/solG-CSFR 5 days prior to transplantation of 5x106 CD45.1 
whole bone marrow cells. Peripheral blood engraftment 6 weeks following 
transplantation was determined by flow cytometry analysis of the absolute 
number (A) and the proportion (B) of CD45.1 cells using CountBrightTM 
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absolute counting beads (Invitrogen, Burlington, ON) and CD45.1 antibody 
(Biolegend, SanDiego, CA). 

 
Figure A.1.2: Injection of conditioned media containing solG-CSFR decoy did 
not improve hematopoietic reconstitution post IR in NOG mice model. NOG 
irradiated (6 Gy) mice were injected intraperitoneally or not with conditioned 
media containing solG-CSFR decoy prior to transplantation of 1x105 CD34+ 
cord blood-derived cells. Peripheral blood engraftment 6 weeks following 
transplantation was determined by flow cytometry analysis of the proportion 
of CD45, CD19 and CD3 cells using hCD45, hCD19 and hCD3 antibodies 
(Biolegend, SanDiego, CA). n=6-7 mice per group. 

 

 

 

 

 

 

 


