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I. Hématopoïèse  

 

        L'hématopoïèse constitue l’ensemble des processus qui assurent la production et le 

renouvellement des cellules sanguines d’un individu tout au long de la vie.  

Les cellules du sang, les polynucléaires, les monocytes, les lymphocytes, etc., ainsi que les 

hématies et les plaquettes sont toutes originaires d’un type cellulaire particulier : la Cellule 

Souche Hématopoïétique (CSH). 

 

I.A- Ontogénie des Cellules Souches Hématopoïétiques  

         Chez l’Homme, l’hématopoïèse commence dans le sac vitellin de l’embryon au cours des 

premières semaines du développement. Cependant cette hématopoïèse est « transitoire » et va 

être remplacée par l’hématopoïèse « définitive » provenant des CSH issues des cellules 

endothéliales (CE) sur la paroi de l’aorte dorsale (Bertrand et al., 2010). Celles-ci subissent donc 

une transformation progressive, appelée « transition hématopoïétique » (récemment décrit par 

Kissa et Herbomel) (Kissa and Herbomel, 2010), pour finalement donner naissance à des CSH 

qui vont, d’abord, migrer vers la région AGM (Aorte-Gonade-Mésonéphros) puis coloniser le 

foie fœtal, le thymus, la rate et la moelle osseuse fœtale. Le foie et la rate ont des rôles essentiels 

dans l’hématopoïèse du troisième au septième mois de la gestation ; puis, la moelle osseuse prend 

l’initiative progressivement pour devenir le site majeur hématopoïétique chez l’adulte (Figure 1). 

Dans certains contextes pathologiques touchant la moelle (certains syndromes myéloprolifératifs) 

le foie et la rate peuvent reprendre l’activité hématopoïétique (métaplasie myéloïde). Toutefois, 

durant la période pré et post-natale, les CSH se trouvent en quantités considérables dans la 

circulation périphérique (peuvent être prélevées à partir du cordon ombilical). Chez l’adulte, les 

CSH sont capables de passer temporairement dans la circulation périphérique en quantités très 

faibles (Udomsakdi et al., 1992) et sont « facilement » isolables à partir des filtres de 

déleucocytation (Ivanovic et al., 2006). Cette capacité à circuler a trouvé sa place dans une 

application en hématologie avec la mobilisation des cellules de la moelle osseuse au sang 

périphérique en utilisant certains facteurs de croissance. Cette technique représente actuellement 

le premier recours dans le domaine de prélèvement du greffon de CSH en clinique (Eaves, 1993).  
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Figure 1 : Les sites de l’hématopoïèse fœtale. 
Vers le 4ème mois de la vie intra-utérine, la moelle osseuse commence à être colonisée et prendre 
en charge l’hématopoïèse. Elle sera le site exclusif de l'hématopoïèse à la naissance et pour toute 
la vie (dans tous les os jusqu’à 5 ans, puis uniquement les os courts et plats : sternum, côtes, 
vertèbres, crane, bassin). 
 

I.B- Hiérarchie du système hématopoïétique  

        L'ensemble du système hématopoïétique dérive de cellules souches qui assurent 

l’homéostasie du tissu hématopoïétique en remplaçant les cellules perdues lors des lésions 

tissulaires et en régénérant les cellules hématopoïétiques quotidiennement (Figure 2). Ces cellules 

souches permettent, en outre, la  reconstitution hématopoïétique chez les individus transplantés. 

Les cellules du système hématopoïétique peuvent être regroupées en quatre compartiments 

répondant surtout à des niveaux de différenciation et maturation croissants : les cellules souches 

hématopoïétiques (CSH) indifférenciées, les progéniteurs et les précurseurs et, pour finir, les 

cellules matures qui représentent les éléments fonctionnels figurés du sang. 

 

I.B.1-  Les Cellules Souches Hématopoïétiques 

        Les CSH ont été mises en évidence dès les années soixante avec les travaux de Till et 

McCulloch sur un modèle murin (Till and McCulloch, 1961). En réalité, les CSH représentent 

0.005% - 0.05% des cellules de la moelle osseuse murine et humaine (Morrison and Weissman, 

Le foie  
La rate 

La moelle osseuse  

Les sites de l’hématopoïèse fœtale  
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1994 ; Szilvassy et al., 2002; Sharkis et al., 1997) et se développent dans la niche médullaire. 

Cette niche fait partie du micro-environnement privilégié pour les CSH dans lequel sont réunies, 

en effet, toutes les conditions indispensables pour leur survie, à savoir, le contact avec les cellules 

accessoires et l’endoste, la présence de certains facteurs de croissance et des concentrations très 

basses en oxygène. On rappelle aussi que l'endoste est une membrane recouvrant la face interne 

de l'os compact et les trabécules de l'os spongieux et qui est formée d'une seule couche contenant 

des ostéoclastes et des cellules ostéoprogénitrices capables de se transformer en ostéoblastes. 

(Détails dans le chapitre Micro-environnement médullaire et Cellules Stromales 

Mésenchymateuses- P. 40).  

 

 Les caractéristiques fondamentales des CSH sont (Bonnet, 2002; Szilvassy et al., 2002; 

Spangrude et al., 1988) : 

      1) L’auto-renouvellement: défini comme la capacité de multiplication à l’identique sans subir 

de différenciation, permettant ainsi de maintenir une réserve constante en CSH.  

     2) La multipotence qui peut-être définie par la capacité de se différencier vers l’ensemble des 

lignées cellulaires hématopoïétiques.  

     3) La capacité de greffe : liée au “homing” (domiciliation) qui permet aux CSH de retourner 

(se nicher) dans la moelle osseuse après injection pour repeupler la moelle osseuse et reconstruire 

l’hématopoïèse.  

La préservation de l’homéostasie du tissu hématopoïétique exige le maintien d’un nombre 

constant de CSH normales. Le maintien de ce « pool » dépend de trois équilibres - dont les 

mécanismes ne sont pas encore complètement identifiés - : survie et apoptose, prolifération et 

quiescence, différenciation et auto-renouvellement. 

Parmi les différents facteurs influençant l’auto-renouvellement des CSH on trouve : 1) les 

facteurs de transcription tels que HOXB4 (Antonchuk et al., 2002), 2) les régulateurs du cycle 

cellulaire tels que p21 (Cheng et al., 2000), 3) les protéines impliquées dans le développement 

telles que Notch, Sonic Hedgehog et Wnt (Varnum-Finney et al., 2000) et 4) certains gènes 

modifiant la structure chromatinienne : ex, la 5-aza-2′-déoxycytidine et la Trichostatine A 

(Milhem et al., 2004).  
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        Les deux propriétés remarquables des CSH sont la quiescence et la prolifération lente 

(low-cycling). En effet, la majorité des CSH sont en état de dormance (en phase G0/G1 du cycle 

cellulaire (Nie et al., 2008) ce qui est fondamental afin de se protéger des agressions extérieures 

comme les radiations et de leur conférer un état de résistance contre certains agents 

antinéoplasiques tel que le 5-fluoro-uracile (Mauch et al., 1995; Lerner and Harrison, 1990). Ceci 

leur permet également de résister à la congélation à - 196° (azote liquide) en conservant leurs 

propriétés fonctionnelles (durant des dizaines d’années). 

En limitant le nombre de division, les CSH préservent également l’intégrité de leur génome. De 

plus, elles possèdent une forte activité télomérase qui renforce le maintien de cette intégrité 

(Morrison et al., 1996). Des études récentes ont confirmé que la fréquence de division des CSH 

est basse et hétérogène : 80% des CSH feraient 1 cycle tous les 15 à 30 jours (les CSH actives) et 

les 20% restants tous les 4 a 6 mois (les CSH dormantes). Ces dernières pourraient sortir de la 

quiescence en situation de stress pour subvenir à un besoin exceptionnel de l’organisme 

(infection, saignement … etc.) puis retourner à leur état de quiescence (Wilson et al., 2008).  

Il a été montré par ailleurs l’existence d’une corrélation entre la fréquence de division des CSH et 

la diminution de leur capacité à reconstruire une hématopoïèse après injection dans un animal 

irradié. Ainsi, il existe deux catégories de CSH : les CSH dites « long terme » (HSC-LTR) et les 

CSH dites « court terme » (HSC-STR) qui possèdent la capacité à reconstituer l’hématopoïèse 

d’un receveur à long et à court terme respectivement (Figure 2).     
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mère et une autre qui s’engage dans le processus de différenciation (ce type de division assure 

l’équilibre dans « le pool » de CSH) (Ho and Wagner, 2007).    
 

 
                                                                                                                               (t) 

Figure 3 : Divisions symétrique et asymétrique des CSH dans le temps (t).                          
Les CSH sont notées « S » sur cette figure. (a) Les CSH se divisent de façon symétrique pour se 
reproduire à l’identique, permettant ainsi un repeuplement du pool de cellules souches : c’est la 
capacité d’auto-renouvellement. (b) Certaines CSH subissent une division asymétrique, c’est-à-
dire qu’une des cellules filles est l’identique de la CSH mère, alors que l’autre cellule fille est une 
cellule engagée dans le processus de différenciation et possédant une prolifération plus rapide. (c) 
La fonction de cellule souche est perdue quand toutes les cellules filles sont des progéniteurs 
engagés ayant une prolifération plus rapide. (D’après Ho & Wagner, 2007). 
 

I.B.2-  Les progéniteurs hématopoïétiques (CPH) 

         Ces cellules sont engagées dans une ou plusieurs voies de différenciation et leur capacité 

d’auto-renouvellement est réduite. Quantitativement, ils représentent 0.1% des cellules de la 

moelle osseuse (Metcalf, 1977 ; Mayani, 2003). Morphologiquement, les progéniteurs ne sont pas 

reconnaissables, ils ont été mis en évidence par culture en milieu semi-solide et en présence de 

facteurs de croissance adaptés (Bradley and Metcalf, 1966). Dans ces conditions, ils donnent 

différents types de colonies cellulaires expliquant ainsi leur appellation en anglais : CFC (Colony 

Forming Cells) (Metcalf, 1977). 
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La première différenciation d’une cellule souche multipotente peut se faire vers la lignée 

lymphoïde ou vers la lignée myéloïde. La cellule progénitrice lymphoïde possède la potentialité 

de différenciation vers les différents types de lymphocytes (T, B et NK). 

La cellule progénitrice myéloïde multipotente appelée "Colony Forming Unit" GEMM (CFU-

GEMM) va poursuivre son programme de différenciation et donner naissance à des progéniteurs 

encore plus engagés : 

CFU-GM Granulo-Macrophagique  

CFU-G Granuleuse  

CFU-M Macrophagique  

CFU-MK Mégacacaryocytaire  

CFU-Eo Eosinophile  

CFU-B Basophile  

BFU-E (Burst Forming Unit) (progéniteur érythrocytaire précoce immature) 

CFU-E Erythrocytaire tardive  

 

Les progéniteurs perdent leur capacité d’auto-renouvellement au fur et à mesure au cours de la 

différenciation. 

 

I.B.3-  Les précurseurs hématopoïétiques 

        Les précurseurs représentent le dernier stade de la maturation des cellules hématopoïétiques. 

Ce sont des cellules morphologiquement identifiables qui ont perdu leur capacité d’auto- 

renouvellement. 

Dans la moelle osseuse où ils sont localisés, les précurseurs vont subir deux phénomènes 

simultanés, la maturation et la multiplication. En effet, les cellules subissent certaines 

modifications au niveau de leur taille, de leur chromatine et de leur composition en organites. 

Parallèlement, à chaque stade cytologique correspond une division cellulaire. 

 

I.B.4-  Les cellules matures 

       La maturation des précurseurs conduit à la formation de cellules circulantes matures, qui 

peuvent passer dans le sang, telles que : 

> les granulocytes neutrophiles, éosinophiles et basophiles 
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> les monocytes (à l’origine des macrophages) 

> les lymphocytes 

> les érythrocytes 

> les thrombocytes (les plaquettes)  

Ce sont des cellules parfaitement fonctionnelles et reconnaissables morphologiquement ou sur 

des critères phénotypiques (expression de marqueurs membranaires spécifiques des différents 

lignages). 

Pour certaines de ces cellules, le sang ne représente qu’un lieu de passage et de transport entre le 

lieu de leur production (la moelle) et le lieu de leurs fonctions (les tissus). 

 

I.C- Identification des cellules souches hématopoïétiques 

          Les CSH ne sont pas reconnaissables morphologiquement (elles ressemblent à des 

lymphoblastes). Depuis les années quatre-vingt, des techniques basées sur les propriétés physico-

chimiques et biologiques des CSH ont été initiées afin d’isoler les CSH. Les techniques de 

purification basées sur l’expression des antigènes de surface sont sans doute les méthodes les plus 

couramment utilisées à la fois aux niveaux expérimental et clinique. Malgré les grands efforts 

déployés dans ce domaine, les CSH restent non-identifiables phénotypiquement, puisque tous les 

marqueurs mis en évidence ne sont pas spécifiques (Ivanovic, 2010).  

Certaines équipes (Christensen and Weissman, 2001) auraient identifié phénotypiquement les 

cellules souches capables de greffer à court terme et celles qui greffent à long terme, mais les 

résultats récents relativisent cette découverte en montrant que ces deux populations ne sont pas 

vraiment distinctes fonctionnellement (Liu et al., 2012b). Cette idée est spécialement vraie après 

un passage ex vivo où le phénomène de dissociation phénotype/fonction est bien clair (Danet et 

al., 2001). 

En réalité, les marqueurs phénotypiques ont permis d’obtenir des populations cellulaires enrichies 

en cellules hématopoïétiques primitives sans qu’il soit possible pour autant de prédire le degré de 

cette primitivité notamment concernant la capacité de greffe à moyen ou à long terme. Il s’agit 

donc, le plus souvent, d’une population hétérogène sur le plan fonctionnel.  

 

 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Christensen%20JL%22%5BAuthor%5D
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I.C.1- Caractérisation phénotypique des CSH   

I.C.1.1- Marqueurs membranaires positifs  

I.C.1.1.1- L’antigène CD34   

        Cette molécule a été décrite pour la première fois en juillet 1984 par Curt Civin et al (Civin 

et al., 1984). C’est une protéine transmembranaire exprimée sur une faible proportion des cellules 

hématopoïétiques de morphologie indifférenciée, en particulier d’origine médullaire. Les cellules 

morphologiquement reconnaissables, en particulier, les précurseurs des lignées myéloïdes et 

érythroïdes, n’expriment pas cette molécule. Les différentes populations de progéniteurs 

hématopoïétiques, identifiables dans des tests fonctionnels, sont au contraire majoritairement 

présentes au sein de la population CD34+. Ce marqueur de surface est vite devenu le marqueur de 

choix dans la sélection des CSH humaines même si sa fonction exacte dans le système 

hématopoïétique reste énigmatique. Les premières explorations fonctionnelles des cellules 

exprimant l’antigène CD34 ont rapidement montré que les progéniteurs clonogéniques de type 

CFU-GM (colonies contenant à la fois des cellules de lignée neutrophile et de la lignée 

monocytaire), BFU-E (amas de cellules érythroblastiques) et BFU-MK (progéniteurs 

mégacaryocytaires) étaient présents au sein de la population CD34+ et absents au sein de la 

population CD34-. De même, les LTC-IC (Long-Term Culture-Initiating Cells) qui sont les 

progéniteurs qui initient l’hématopoïèse dans les systèmes de culture médullaire à long terme, 

sont présents dans la population CD34+. Par la suite, les modèles de xénogreffe des cellules 

hématopoïétiques humaines ayant pour receveur certaines souches de souris immunodéficientes 

ou des fœtus ovins, ont révélé que les cellules primitives, dénommées (SCID-repopulating cells) 

ou SRC dans le cas des modèles de xénogreffe des souris NOD-SCID, étaient majoritairement 

présents dans la population des cellules médullaires CD34+. L’ensemble de ces observations 

abondantes suggère que la population CD34+ est enrichie en progéniteurs et cellules souches, et 

au contraire deplétée en précurseurs et cellules matures.  

Malgré toutes ces données encourageantes concernant son intérêt, la problématique liée à la 

molécule CD34 est plus complexe qu'il n'apparaît. En effet, au sein de la population CD34+ du 

sang placentaire (SP), les progéniteurs (CFU-GM, BFU-E, CFU mix, et CFU-Mk) représentent 

30% à 50% et seul un faible pourcentage représente des cellules primitives (Silvestri et al., 1992). 

En plus, certaines cellules souches, comme les MAPC (Multipotent Adult Progenitor Cells) 

(Subramanian et al., 2010), n'expriment pas l’antigène CD34 en l’état stable et l'expression de 
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cette molécule est réversible et non liée aux capacités fonctionnelles des cellules souches (Dao et 

al., 2003). Ainsi, il a été mis en évidence, à travers des tests fonctionnels, une population 

minoritaire des cellules très primitives n’exprimant pas l’antigène CD34 et dotées d’un potentiel 

fonctionnel très important (Goodell et al., 1997). Ceci concerne des populations ALDH+ (Jones et 

al., 1996) et « Side Population » (Goodell et al., 1996) enrichies en cellules SRC sans qu’elles 

soient positives en CD34 (Bonnet, 1999). Cette problématique de l’instabilité du rapport 

phénotype/fonction nous laisse supposer que les cellules souches sont plutôt une entité 

fonctionnelle ayant des expressions phénotypiques qui peuvent être hétérogènes (Zipori, 2004).  

Il faut noter également que le marqueur CD34 n’est pas spécifique des cellules hématopoïétiques 

puisqu’il est également exprimé sur les CE vasculaires (Krause et al., 1996), les cellules 

dendritiques périvasculaires, les cellules souches des follicules des cheveux et les cellules 

fusiformes dans les glandes sudoripares eccrines (Nickoloff, 1991). Toutefois, dans le greffon 

hématopoïétique, la proportion de cellules exprimant l’antigène CD34 reste un paramètre utile 

ayant un impact important sur la cinétique de prise de greffe, bien que seule une petite fraction de 

ces cellules ait des caractéristiques de cellules souches. En effet, la fraction CD34+ CD38- Lin- du 

sang placentaire (cordon) ne contient que 1% -2% de cellules souches détectables par un test in 

vivo fonctionnel (Yahata et al., 2003). 

En ce qui concerne les cellules CD34+ issues de l’expansion ex-vivo des greffons 

hématopoïétiques, la relation entre phénotype/fonction est encore plus confuse. En effet, on 

obtient, le plus souvent, un nombre considérable de cellules CD34+ suite à la culture. Cependant, 

ces cellules ont pour la plupart perdu le caractère souche (ne possédant pas d’activité SRC) 

(Danet et al., 2001; holyoake et al., 1997). Par ailleurs, l’expansion ex vivo à partir des cellules 

souches de grade clinique (Ivanovic et al., 2011) permet de produire un nombre de progéniteurs 

nettement supérieur à celui des cellules CD34+ indiquant ainsi qu’une partie de progéniteurs est 

CD34- (Boiron et al., 2006; Ivanovic and Boiron, 2009a).  

 

I.C.1.1.2- L'antigène CD133   

         La molécule CD133 fait partie des glycoprotéines qui ont été décrites comme étant 

spécifiques pour les cellules souches normales et cancéreuses dans plusieurs tissus. Ainsi, les 

populations de cellules exprimant l'antigène CD133 fraichement isolées se sont montrées riches 

en CSH quelle que soient leurs origines : MO, (cellules souches périphériques mobilisées) CSP et 
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placentaire (Miraglia et al., 1997; Yin et al., 1997; Kobari et al., 2001). Cette molécule, comme le 

CD34, n’a pas de fonction bien établie. Toutefois, certains travaux ont montré qu’elle peut être 

impliquée dans certaines fonctions des CSH : la migration et la domiciliation indispensables pour 

réintégrer les CSH dans les niches après leur transplantation (Giebel et al., 2004).  

Le marqueur CD133 n’est, en fait, pas restreint au tissu hématopoïétique étant donné qu’il est 

exprimé également sur les CE, des lignées cellulaires souches embryonnaires (CSE), les cellules 

souches neurales fœtales (Kelly et al., 2004), des cellules adhérentes non hématopoïétiques (Kuci 

S, et al., 2003) et les cellules progénitrices multipotentes adultes (MAPC) (Jiang et al., 2002). 

Plusieurs études indiquent clairement que la molécule CD133 représente un marqueur de surface 

pour l'identification des cellules souches humaines pluripotentes dotées d’un potentiel de 

différenciation plus large que les cellules CD34+ (Gordon et al., 2003). Cependant, le bénéfice 

clinique potentiel de purification des cellules primitives par sélection positive des cellules 

CD133+ en comparaison avec les cellules CD34+ n’est pas complètement élucidé (Lang et al., 

2004). Pour cela, certaines équipes ont combiné les deux marqueurs CD34+ CD133+ afin 

d’obtenir la population la plus enrichie possible en cellules primitives au risque d’avoir une 

quantité très faible de matériel de départ pour initier l’expansion ex vivo de greffon 

hématopoïétique (Drake et al., 2011).   

Dans les situations cliniques et comme avec le marqueur CD34, l'antigène CD133 pourrait être 

utilisé pour la purge des greffons hématopoïétiques, étant donné la corrélation de leurs 

expressions sur les cellules malignes hématopoïétiques (Vercauteren and Sutherland, 2001; Feller 

et al., 2005). 

 

I.C.1.1.3- L'antigène CD90 (Thymocyte antigen 1) (Thy1.1) 

        Ce marqueur CD90 (Péault et al., 1993), possédant différentes fonctions (contact cellulaire, 

apoptose, migration… etc) (Rege and Hagood, 2006), et est exprimé faiblement sur une 

population ayant un potentiel de reconstitution médullaire chez l’Homme et chez la souris. Il peut 

être combiné aux marqueurs CD34 et CD38 afin d’enrichir la population de CSH.  

 

I.C.1.1.4- L’antigène CD117 (c-Kit)   

         C’est un récepteur tyrosine kinase au SCF (Stem Cell Factor) ce qui lui confère différentes 

fonctions (survie, auto-renouvellement, différenciation, adhésion, homing, migration) (Moore, 
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2005). Il est impliqué dans différentes voies de signalisation et son expression diminue au cours 

de la différenciation (Moore, 2005; Sharma et al., 2006).  

 

I.C.1.2- Marqueurs membranaires négatifs  

I.C.1.2.1-  Le marqueur Lin-   

         C’est une méthode d’enrichissement en cellules primitives basée sur la sélection négative, 

autrement dit, les cellules marquées avec cette technique sont éliminées alors que les cellules 

d’intérêt sont non marquées (Lin-). Grace à des cocktails d’anticorps visant les antigènes 

spécifiques des différentes lignées hématopoïétiques (CD2, CD3, CD11b, CD11c, CD14, CD16, 

CD19, CD24, CD56, CD66b, glycophorine A et parfois les CD36, CD38 et CD45RA), la 

population Lin- (lineage minus) ainsi obtenue est dépourvue de cellules engagées, et est donc est 

relativement immature. Cette méthode est le premier recours dans la sélection des CSH murines 

(Park et al., 2002).                   

 

I.C.1.2.2-  L’antigène CD38   

        Ce marqueur n’est en réalité pas exprimé sur les CSH mais seulement lors de la 

différenciation cellulaire. La sélection négative pratiquée sur la population CD34+ afin d’éliminer 

les cellules CD38+ est souvent réalisée dans le but d’obtenir une population humaine CD34+ 

CD38- enrichie en CSH (Novelli et al., 1998). Cependant l’expression de CD38 est réversible 

selon les conditions de culture (Tajima et al., 2001). Comme c’est le cas avec le marqueur CD34, 

l’intérêt de l’antigène CD38 pour sélectionner une population primitive s’affaiblit pendant la 

culture ex vivo, contrairement aux cellules fraichement isolées. Ainsi, une quantité très 

importante de cellules CD34+ CD38- peut être obtenue sans que cela soit corrélé avec un potentiel 

fonctionnel (Dorrell et al., 2000).    

Cependant, une étude en 1996 a montré que des cellules très primitive peuvent être présentes au 

sein de la population c-kit+ Sca-1+, linfaible/- qui est CD38+ (Randall et al., 1996) bien que ce 

soient des cellules d’origine murine.   

 

I.C.1.2.3-  La molécule HLA-DR (Human Leukocyte Antigen) 

        Elle est absente sur les CSH, et son utilisation est en combinaison avec les autres marqueurs.  
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I.C.2- Caractérisation métabolique des CSH   

I.C.2.1- L’activité de l’enzyme Aldéhyde Déshydrogénase (ALDH) 

        ALDH est une enzyme intracellulaire détoxifiante responsable de l'oxydation des aldéhydes 

en acides carboxyliques. L'isoforme principale est l’ALDH1-A1 qui est exprimée dans les 

CSH/CPH conférant ainsi à ces cellules la capacité de résistance aux agents alkylants comme le 

cyclophosphamide par la désactivation de ses métabolites (von Eitzen et al., 1994).  

Le niveau d'activité de l’ALDH est considéré comme un marqueur de cellules souches, car cette 

enzyme est exprimée dans les cellules souches de différents tissus notamment hématopoïétiques, 

mésenchymateux, neuronaux et endothéliaux (Gentry et al., 2007; Hess et al., 2008). Elle est 

également exprimée dans certaines cellules cancéreuses.  

L’activité de l’ALDH1A1, présente dans le cytoplasme cellulaire, a été décrite dans certaines 

études comme l'acteur clé de la fonction « souche » (Sharkis et al., 1997). La fraction de cellules 

montrant la plus haute activité de l'ALDH (ALDHfort) contient le plus grand nombre de cellules 

CD34+ CD38 faible/- (CSH/CPH), elle comprend également des cellules primitives CD34-, ce qui 

suggère que le compartiment ALDHfort est hétérogène, au moins phénotypiquement. 

Chute JP a montré en 2006 que le diethylaminobenzaldehyde (DEAB) (inhibiteur d’ALDH), à 

travers la diminution du taux de l’acide rétinoïque (obtenue suite à l’action d’ALDH sur le 

rétinol), contribue à améliorer l’auto-renouvellement et l’expansion des CSH humaines (Chute et 

al., 2006).     

La population ALDHHigh Lingneg a été isolée dans toutes les sources de CSH (MO, CSP et 

placentaire) et a permis la prise de greffe à long terme chez la souris (Hess et al., 2006). Chez 

l’Homme, il a été montré que la réussite de l’autogreffe à long terme était corrélée avec l’activité 

de l’ALDH présente au sein des greffons après la cytaphérèse (Fallon et al., 2003). De façon plus 

importante, l’activité de l’ALDH s’est montrée considérablement plus fiable par rapport au 

marqueur CD34 pour refléter la fonctionnalité du greffon hématopoïétique (Fallon P et al., 2003). 

En effet, Jones et al ont réussi à isoler une population cellulaire murine ALDH+ enrichie en 

cellules souches LHSC (LymphoHematopoietic Stem Cells) (ayant la capacité de reconstituer à 

long terme l'hématopoïèse de souris létalement irradiées) qui est pourtant négative pour 

l’antigène CD34 (Jones et al., 1996).  

Il faut noter qu’il n’existe pas, à notre connaissance, d’études portant sur l’activité d’ALDH que 

présentent les CSH après la culture.  
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I.C.2.2- L’activité des molécules ROS (Reactive Oxygen Species) 

       Nos cellules d’organisme aérobie utilisent l’oxygène pour produire de l’énergie et cet 

oxygène est, en réalité, l’accepteur final des électrons produits lors de ce phénomène. La 

réduction des molécules d’oxygène en eau est catalysée par le cytochrome oxydase qui est la 

dernière enzyme de la chaine respiratoire mitochondriale. Lorsqu’une petite fraction de cet 

oxygène échappe à cette réduction, elle forme un anion de superoxyde (O2
.-) et peroxyde 

d’hydrogène (H2O2) qui sont relativement inactifs et pris en charge par d’autres systèmes 

enzymatiques spécifiques. Au cours de certaines circonstances physiopathologiques, ces systèmes 

arrivent à débordement et l’équilibre redox est donc rompu ce qui fait que la cellule se retrouve 

en situation de stress oxydatif. 

Il a été montré que ces molécules ROS auraient un effet très négatif pour la survie cellulaire, 

notamment sur les cellules souches (Ito et al., 2006; Lombard et al., 2005). Yahata et al ont très 

récemment constaté que l’accumulation des dommages de l’ADN des CSH causés par les ROS 

conduit à la sénescence prématurée des CSH qui est traduite par l’échec de la greffe 

hématopoïétique en série chez la souris (Yahata et al., 2011).   

D’autres auteurs sont allés plus loin en démontrant que les cellules hématopoïétiques les plus 

primitives possèdent un taux de ROS très faible et en corrélation avec la primitivité cellulaire 

(Jang et al., 2007; Ito et al., 2004). 
  

I.C.2.3- Le phénotype Side population   

         Ce sont les cellules identifiées par leur capacité d’exclusion des colorants à travers une 

pompe membranaire d'efflux. La première protéine impliquée dans la résistance du cancer du 

sein, ATP-binding cassette G2 (ABCG2), est le déterminant moléculaire du phénotype Side 

Population (Zhou et al., 2001). Ce transporteur est un membre de la sous-famille des protéines G 

qui se trouve dans une grande variété de tissus de mammifères. Elle joue un rôle actif dans 

l'exclusion d’un large spectre de molécules y compris des métabolites, des toxines, des 

médicaments et des colorants (Staud and Pavek, 2005). Par conséquent, les cellules souches 

hématopoïétiques (Goodell, 2002) pourraient être identifiées et purifiées sur la base de 

l’exclusion de Hoechst 33342 (colorant fluorescent vital se fixant spécifiquement aux molécules 

d'ADN et l’ARN) (Lin and Goodell, 2006) et la Rhodamine-123 (fixant les mitochondries) ce qui 

reflète la capacité proliférative de la cellule (phase de cycle cellulaire G0/G1). En effet, les 
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       L’état de quiescence de CSH est caractérisé par une diminution de l’activité 

transcriptionnelle et de la synthèse protéique ce qui conduit à une baisse (ou disparition) de 

marqueurs de prolifération comme Ki 67 (Holyoake et al., 1999). Des protéines qui sont 

impliquées dans la régulation du cycle cellulaire P27 (Guitart et al., 2011; Eliasson et al., 2010), 

P21 (Cheng et al., 2000b) ont également été étudiées, sachant qu’elles ont pour fonction d’arrêter 

rapidement le cycle cellulaire en inhibant les cdk (Cyclin-Dependent Kinase). 

 

       La coloration avec le CFSE (CarboxyFluorescéine Succinimidyl Ester) est un moyen très 

fréquent d’étude de la prolifération des CSH. Ayant une toxicité cellulaire très basse (utilisation 

in vivo), il rentre librement pour rester fixé à long terme dans le cytoplasme cellulaire. Puis, 

quand la cellule marquée se divise, sa descendance possède la moitié du nombre de molécules de 

carboxyfluorescéine étiquetées et donc la division cellulaire peut être évaluée en mesurant la 

diminution correspondante de la fluorescence des cellules par cytométrie en flux (Ko et al., 

2011).  

       

       Le BrdU (5-Bromo-2’-deoxyUridine) est un analogue de la thymidine qui s’incorpore à 

l’ADN cellulaire pendant la phase S du cycle cellulaire et est révélé par immunohistochimie. 

Cette molécule permet donc de mettre en évidence un progéniteur en phase S (synthèse de 

l’ADN)  (Bradford et al., 1997). En réalité, la cellule souche quiescente est identifiable par sa 

capacité de rétention de cet intercalant de l’ADN (le BrdU) (Passegué et al., 2005). Grâce à un 

seuil de toxicité convenable, le BrdU a été testé in vivo chez la souris. Après injection, les 

cellules en prolifération incorporent le BrdU à leur ADN et au fur et à mesure de leur division 

cellulaire vont perdre le BrdU alors que les cellules quiescentes ayant une prolifération cellulaire 

lente vont le retenir plus longtemps. Ainsi, ce moyen a rendu possible l’estimation approximative 

du taux de CSH qui sont en phase G0 ainsi que leurs cinétique de prolifération (Passegue et al., 

2005).  

    

       Enfin, les agents antimitotiques comme 5-FU (Fluorouracile) qui est toxique pour les cellules 

en phase active du cycle (toutes les phases sauf G0) permet d’éliminer les progéniteurs matures et 

garder les populations hématopoïétiques primitives dormantes (en phase de G0) et résistantes 

(Lerner and Harrison, 1990).  
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I.C.3- Caractérisation fonctionnelle  

        A l’heure actuelle, les tests fonctionnels sont le seul recours fiable qui permet, même a 

posteriori, de conférer le caractère « souche » à une population cellulaire hématopoïétique 

(Zipori, 2004). Ce sont des tests in vivo et iv vitro qui prennent en considération la capacité 

proliférative des cellules (in vitro) et la prise de greffe (in vivo). 

 

I.C.3.1- Tests In vitro   

         Avant d’entamer la discussion sur les cellules primitives mises en évidence in vitro ainsi 

que la procédure, il faut d’abord définir les CFC (Colony Forming Cell). Les CFC sont les 

progéniteurs formant des colonies détectées dans la culture en milieu semi-solide (agar, 

méthylcellulose ou collagène) et en présence des facteurs de croissance (SCF, IL(Interleukine)-3, 

IL-6, EPO (Erythropoïétine), G/GM-CSF et TPO (Thrombopoïétine)). Elles ont été décrites pour 

la première fois au milieu des années 60 par Bradley et Metcalf (Bradley and Metcalf, 1966) qui 

ont établi les termes : Colony Forming Cells (CFC), Colony Forming Unit (CFU) ou Burst 

Forming Unit (BFU). Ainsi, nous pouvons distinguer plusieurs sortes de colonies reflétant les 

progéniteurs dont elles sont originaires (Figure 5) : CFU-MK), CFU-E ou BFU-E, CFU-GM ou 

(CFU-G et CFU-M). Il existe également des progéniteurs (CFC) plus primitifs à l’origine de 

colonies composées de plusieurs types cellulaires, donc issues de progéniteurs plus immatures 

(CFU-Mix ou CFU-GEMM) (Morrison et al., 1997). Le nombre de cellules formant la colonie, 

leurs types et le temps de culture nécessaire pour que la colonie contienne des cellules matures 

reflètent le niveau de primitivité du progéniteur dont la colonie est issue. En réalité, la génération 

de ces différents types de colonies est également liée aux conditions de culture ainsi qu’aux 

facteurs de croissance et aux cytokines du milieu.   

        

        L’évaluation de la présence d’un type particulier de progéniteurs primitifs nommés Pré-

CFC (Pre-Colony Forming Cell) au sein d’une population cellulaire avec des tests in vitro est 

réalisable avec une étape de culture liquide préalable à la culture en milieu semi-solide (Figure 

5). Cette culture permet la prolifération et la différenciation des Pré-CFC grâce aux facteurs de 

croissance pour arriver, finalement, au stade de CFC permettant leur identification directe en 

milieu semi-solide (les colonies) (Ivanovic et al., 2000; 2002; Kovacević-Filipović et al., 2007).  
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Le niveau de primitivité cellulaire est ainsi mesuré de façon semi-quantitative : en fonction de la 

quantité des colonies produites et la durée de la culture. Ainsi, la population la plus primitive est 

celle qui génère les colonies les plus grosses (en densité de cellules), sur un délai plus important 

et constituée de plusieurs lignées cellulaires.  

       

        Les LTC-IC (Long Term Culture- Initiating Cell) sont proches des pré-CFC au sein de la 

hiérarchie hématopoïétique (Figure 5). Elles ont été décrites par Dexter qui a réalisé une culture 

liquide sur une longue période de plusieurs semaines (souvent 5 semaines) permettant la 

disparition des précurseurs et des progéniteurs engagés et surtout la différenciation des 

progéniteurs immatures en CFC. La détermination de la fréquence de LTC-IC au sein d’une 

population enrichie en cellules hématopoïétiques primitives, nécessite la réalisation des cultures en 

dilutions limites. 

Cette culture est effectuée sur une couche de cellules stromales nourricières permettant de 

« mimer » le micro-environnement médullaire. Le stroma peut être issu de moelle osseuse fraiche 

(Dexter et al., 1977b) ou de lignées stromales murines pour la plupart, type MS-5 (Issaad et al. 

1993). Ces cellules fournissent à la population hématopoïétique d’intérêt des facteurs de 

croissance, des cytokines et présentent des molécules d’adhésion nécessaires à leur prolifération. 

Ce système de cultures a été appelé: « cultures de Dexter ». Il a permis à l’équipe de Eaves CJ de 

mettre au point chez l'Homme le test LTC-IC qui vise à identifier les progéniteurs immatures 

ayant l’activité LTC-IC (Sutherland et al., 1990). Cette activité est en effet dépendante de la 

fréquence des CFC (produits par les LTC-IC) évaluée systématiquement au cours de la culture 

par implantation dans un milieu semi-solide. 

         

        Le test CAFC (Cobblestone Area Forming Cell) est une miniaturisation de la culture à 

longue terme (Figure 5). Ce sont des progéniteurs primitifs multipotents capables, après une 

longue culture en dilution limite sur une couche de cellules stromales irradiées, de développer des 

colonies juste sous le stroma (de Haan et al., 1997). Ces colonies sont comptées à l’aide d’un 

microscope inversé à contraste de phase. En principe, les cellules stromales suffisent pour induire 

la formation de colonies (Schrezenmeier et al., 1996), toutefois, certaines équipes ajoutent des 

cytokines exogènes (Breems et al.,1994). 
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Le modèle dominant dans ce domaine est effectivement la souris grâce à laquelle la pratique des 

tests in vivo a pris de plus en plus d'ampleur. En effet, outre une certaine spécificité de son 

système immunologique, la possibilité de créer des souris immuno-modifiées rend le modèle 

murin privilégié pour la recherche en immunologie. Les souris immunodéficientes permettent 

d’accepter des cellules xénogéniques (xénogreffe des cellules et tissus humains en l’occurrence) 

du fait de la réduction de leur barrière immunologique.               

Ces modèles de xénogreffe permettent de mettre en évidence le critère principal de la cellule 

souche hématopoïétique à savoir, la reconstitution à long terme du système hématopoïétique 

après un conditionnement adéquat du receveur.  

Le développement de modèles murins immunodéficients (comme la souris NOG/SCID : 

NOD/LtSz-scid IL2rγ-/-), qui représentent les meilleurs hôtes pour les CSH, a révolutionné la 

caractérisation des CSH humaines par xénogreffe (Shultz et al., 2007; Kamel-Reid and Dick, 

1988).  

 

- Les souris immunodéficientes humanisées   

       A la fin des années 80, les premières xénogreffes de cellules hématopoïétiques humaines ont 

été réalisées en utilisant la souris SCID (Severe Combined ImmunoDeficiency). Mosier DE est le 

premier à avoir réalisé une injection péritonéale des cellules humaines (Mosier et al., 1988); la 

transplantation des cellules hématopoïétiques par voie intraveineuse a, quant à elle, été réalisée 

par l’équipe de JE Dick. Les souris SCID sont radiosensibles et ne possèdent ni réponse 

humorale, ni réponse cellulaire T, ce qui a permis de greffer des cellules hématopoïétiques 

humaines (Kamel-Reid and Dick, 1988). Toutefois, le chimérisme humain ne représente qu’un 

faible pourcentage de la moelle totale du receveur murin. L’administration aux souris de certaines 

cytokines et facteurs de croissance humaines (IL-3, EPO, SCF, GM-CSF …etc) assure le 

développement et la différenciation des cellules humaines (Lapidot et al.,  1992).  

Par la suite, les cellules souches humaines capables de coloniser et d’établir une vraie 

hématopoïèse humaine au sein de la moelle osseuse murine après injection intraveineuse 

porteront une appellation dérivée de ce modèle de souris SCID : Scid-Repopulating Cell (SRC) 

qui représentent les cellules du chimérisme humain. 
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       Devant la difficulté à obtenir un repeuplement médullaire satisfaisant avec le modèle SCID, 

la souris NOD/SCID (Non Obese Diabetic/SCID) s’est montrée plus permissive au 

développement hématopoïétique humain et a permis d’obtenir de meilleurs niveaux de greffe 

puisqu’en plus de l’absence de lymphocytes B et T, cette souris présente une déplétion accrue en 

cellules NK, macrophages et une absence de complément actif (Shultz et al., 1995) chez cette 

souris. Cette souris a été utilisée et validée avec des greffons de différentes types : lymphocytes T 

humains, CSH isolées à partir du sang placentaire (Pflumio et al., 1996), de cellules de la moelle 

osseuse (Cashman et al., 1997) et de cellules de sang périphérique mobilisé (Hogan et al., 1997). 

Cependant, la présence résiduelle, chez cette souris NOD/SCID, de cellules NK et de 

macrophages inactifs constitue encore un facteur limitant de la prise de greffe. Ceci a abouti au 

développement de protocoles afin d’éliminer ces cellules et reposant sur l’administration d’un 

anticorps anti-asialo GM1 (Yoshino et al., 2000) ou d’un anticorps anti-CD122 (chaîne β du 

récepteur à l’IL-2) ce qui a pour effet d’en améliorer la repeuplement à partir des cellules du 

donneur. 

        De nouveaux modèles murins ont été par la suite développés dans le but de rendre ces 

animaux encore plus immunodéficients et de permettre une étude à très long terme de 

l’hématopoïèse : la souris NOD/SCID/β2m-/- où le gène β2 de la microglobuline est absent.   

Le développement des souris humanisées ayant été mutées sur le locus de la chaîne γ du 

récepteur à l’interleukine 2 a représenté une grande avancée dans ce domaine (Ito et al., 2002 ; 

Shultz et al., 2005) puisque la chaîne γ est un composant crucial dans la liaison et la transduction 

du signal des interleukines : IL-2, IL-4, IL-7, IL-9, IL-15 et IL-21 (Sugamura et al., 1996). Grâce 

à cette mutation, une nouvelle génération de souris a été obtenue, la souris NOG/SCID 

(NOD/LtSz-scid IL2rγcnull) (Shultz et al., 2005). Dans cette souris, les fonctions des 

lymphocytes B et T sont supprimées, la fonction des macrophages et des cellules dendritiques est 

réduite, l’activité des NK est éliminée et finalement la production cytokinique est 

remarquablement réduite. Ceci a contribué à ce que la greffe de CSH dans ces souris soit plus 

efficace que dans les lignées précédentes, permettant ainsi de diminuer le nombre de CSH 

nécessaires à la greffe. Ce modèle permet également la différenciation des CSH en progéniteurs 

des différents lignages hématopoïétiques (Shultz et al., 2005). De plus, les souris IL2rγ-/- rendent 

possible l’analyse des Short Term- et Long Term-Repopulating Stem Cells, mises en évidence 

dans le modèle de la NOD/SCID (Guenechea et al., 1999; Mazurier et al., 2003).  
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Différents modes d’injections des CSH ont permis de mieux les caractériser, et notamment 

d’étudier le rôle du micro-environnement également appelé « niche ». Ainsi, Mazurier et al ont 

pu mettre en évidence une nouvelle population cellulaire de CSH : les R-SRC (Rapid-Scid 

Repopulating Cells) détectées après seulement 15 jours de la greffe dans les souris NOG/SCID 

(Mazurier et al., 2003). En effet, l’injection par voie intra-fémorale, effectuée par l’auteur, a 

permis aux cellules de « se nicher » directement dans la moelle osseuse évitant ainsi leurs 

séquestrations massives (notamment pulmonaire) suite à l’injection intraveineuse classique. 

L’injection de cellules humaines est toujours précédée par un conditionnement approprié des 

souris soit par l’irradiation corporelle soit par l’injection intrapéritonéale de Busulfan (Robert-

Richard et al., 2006) (sous différents protocoles). Il faut noter que la xénogreffe dans les souris 

NOG/SCID n’a pas besoin de l’administration de cytokines pour favoriser la prise de greffe 

comme c’est le cas avec les souris NOD/SCID (Bonnet et al., 1999). Ces différentes données 

confirment l’intérêt des souris NOG/SCID comme modèle d’étude du micro-environnement 

médullaire et le comportement des CSH.  

  

         Les populations mises en évidence lors des tests in vivo : 

Les CFU-S (Colony Forming Unit in the Spleen) décrite par Till et McCulloch (Till and 

McCulloch, 1961; Milenković et al., 1983) dans les années 60, elles représentent une population 

plus primitive que les précurseurs reconnaissables morphologiquement et les progéniteurs 

engagés mais moins primitive que les « vraies » cellules souches (Figure 5). Elles ont été 

détectées dans les souris irradiées létalement et injectées avec des cellules médullaires provenant 

d’une souris syngénique ; elles sont présentes dans les colonies macroscopiques développées en 1 

à 2 semaines au niveau de la rate et capables de reconstituer l’hématopoïèse murine déficiente 

(Siminovitch et al., 1963; Till et al., 1964). Ceci indique que cette population CFU-S est assez 

hétérogène car elle contient également une minorité des cellules primitives.    

 

Les cellules Pré-CFU-S, ou les cellules ayant le potentiel de repeupler la moelle MRA 

(Ploemacher and Brons, 1989; Hodgson and Bradley, 1979) et LTRA (Marrow Repopulating 

Ability et Long Term Repopulating Ability) sont de vraies cellules souches murines qui s’auto-

renouvellent et reconstruisent rapidement l’hématopoïèse.      
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Elles se distinguent par un auto-renouvellement limité (MRA) ou prolongé (LTRA) (Morrison 

and Weissman, 1994) (Figure 5).  

 

         Les LT-SRC et ST-SRC (Long Term SCID Repopulation Cell ou Short Term SCID 

Repopulation Cell) sont des CSH humaines qui reconstituent l’hématopoïèse, seulement pendant 

une durée limitée à environ 3 mois (pour les ST-SRC) ou tout au long de la vie (pour les LT-

SRC). Dans le modèle murin, les cellules LT-SRC sont distinguées des ST-SRC par leur capacité 

à initier la greffe en série alors que les ST-SRC greffent rapidement le premier receveur mais 

elles perdent cette capacité dans le deuxième receveur (Guenechea et al., 2001) (Figure 5). 
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II. Micro-environnement Médullaire et Cellules Souches/Stromales Mésenchymateuses 

   

         Le micro-environnement médullaire désigne l’ensemble formé par la matrice extracellulaire 

et les cellules médullaires constituant, d’une part, le stroma médullaire et, d’autre part, les 

molécules et les facteurs solubles produits par ces cellules. 

Les cellules souches hématopoïétiques (CSH) résident dans la niche située près de l’endoste dans 

la cavité médullaire et son interaction avec les différents acteurs de ce micro-environnement 

hématopoïétique est sans doute cruciale pour déterminer le sort de CSH : auto-renouvellement, 

apoptose, mobilisation de la niche, engagement dans le processus de différenciation. Les 

interactions incluent l’adhérence aux cellules du stroma médullaire qui secrètent des facteurs de 

croissance et présentent sur leurs membranes des protéines de la matrice extracellulaire. En 

réalité le terme micro-environnement médullaire fait référence à la « niche » des CSH qui 

constitue le milieu étroit des CSH. Certains auteurs considèrent la niche comme synonyme du 

micro-environnement médullaire, toutefois, pour la plupart, elle est seulement une partie de ce 

micro-environnement.    
 

II.A- La niche hématopoïétique  

         La niche hématopoïétique est constituée de plusieurs types cellulaires interagissant avec la 

matrice extracellulaire grâce à la fibronectine et au collagène. La niche permet aux cellules 

souches d’être au contact avec la matrice extracellulaire, des différents récepteurs cellulaires et 

des cytokines. Ces interactions ont pour but le maintien de l’immaturité des CSH et la régulation 

de leur migration.        

Friedenstein (Friedenstein et al., 1970) a constaté que les CSM injectées sous la capsule rénale, 

produisant des tissus fibreux de l’os ou des trabécules osseux, forment des foyers d’hématopoïèse 

dont les cellules hématopoïétiques sont originaires du receveur. Ces observations ont suggéré 

l’existence d’une niche pour les CSH circulantes qui trouvent des sites d’ancrage et de 

développement favorables dans des colonies issues des CFU-F.  

Le concept de niche a été ensuite approfondi par Schofield (Schofield, 1978) qui a émis 

l’hypothèse que les CSH ne pouvaient maintenir leur «souchitude» (équilibre entre auto-

renouvellement et détermination vers les lignages hématopoïétiques) qu’en gardant un contact 

physique avec un stroma approprié consistant en des cellules stromales associées à leur matrice 

extracellulaire.  
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La niche peut ainsi être définie comme le milieu biologique particulier constitué de l'ensemble de 

contacts et de signaux solubles issus des cellules et de la matrice extracellulaire du micro-

environnement médullaire ; l’interaction entre ces différents acteurs contrôle la survie, la 

quiescence, l'auto-renouvellement et la différenciation des cellules souches (Spradling et al., 

2001). 

La notion de «niche» est actuellement approuvée et appliquée sur la plupart des cellules souches. 

En effet, il existe des points communs dans toutes les niches : interaction avec des cellules de 

soutien médiée par des molécules d’adhésion transmettant les signaux via des protéines de 

signalisation.    

 Cependant, une trentaine d’années après les travaux de Dexter (Dexter et al., 1977b), en dépit 

d’un nombre considérable d’expérimentations, on ne connait toujours pas précisément la 

composition exacte de cet environnement qui en fait le support indispensable à l’expression des 

propriétés des CSH. Beaucoup de molécules, de ligands, certains composants de la matrice 

extracellulaire, certaines cytokines transmembranaires et des molécules d’adhérence ont été 

identifiés comme des régulateurs importants des cellules souches identifiées in vivo, mais leurs 

contributions respectives et leurs cinétiques d’expression dans un réseau tridimensionnel 

extrêmement complexe et fluctuant sont inconnues. 

Parmi les questions qui ne sont pas complètement résolues figure celle de l’existence d’une ou de 

plusieurs niches hématopoïétiques. En effet, deux types de niches de CSH ont été suggérées:     

(1) la niche ostéoblastique (endostéale) dans laquelle résident les CSH en contact étroit avec 

l’endoste de l'os trabéculaire (Askmyr et al., 2009) (elle sera discuté dans le paragraphe 

II.B.1.1.2- P. 45). 

(2) la niche vasculaire, où les CSH sont attachées aux CE des sinusoïdes médullaires (Askmyr et 

al., 2009) (elle sera discutée dans le paragraphe II.B.1.2.2- P. 47) (Figure 6).  

 

L'état actuel des connaissances concernant la contribution de ces deux niches montre que la niche 

endostéale serait probablement un réservoir à long terme de CSH qui protègerait et garderait ces 

cellules en état quiescent (niche quiescente) (Trumpp et al., 2010). Une étude récente a même 

trouvé que cette niche serait la niche principale car après l’injection de Hoechst 33342 in vivo et 

l’analyse des cellules hématopoïétiques obtenues, Winkler a constaté que les cellules les plus 

primitives (Lin–, Sca1+, c-Kit+, CD148–, CD150+) sont localisées dans la niche endostéale où les 
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basses concentrations d’O2 (BC-O2) joueraient un rôle primordial (Winkler et al., 2010). La niche 

vasculaire étant plus riche en nutriments, en facteurs de croissances et en oxygène, elle 

favoriserait plutôt la prolifération (niche proliférative), la différenciation (Avecilla et al., 2004) et 

la mobilisation des CSH et des progéniteurs pour finalement les transférer dans la circulation 

systémique une fois arrivées à maturation (Kopp et al., 2005 ; Lataillade et al., 2008).  

A coté de ces deux niches principales, il en a été proposé une troisième : la niche stromale 

réticulaire où les CSH sont associées aux cellules stromales réticulaires qui entourent les CE 

sinusoïdales ou qui se trouvent près de l’endoste (Nagasawa et al., 2011) (Figure 6). 

L’implication de chacune de toutes ces cellules dans la régulation de l’hématopoïèse et dans le 

devenir des CSH est détaillée ci-après.   
 

 
Figure 6 : Niches réticulaires créées par les progéniteurs mésenchymateux pouvant 
maintenir et réguler les CSH. (a) Un modèle montrant la localisation des CSH et leur 
association avec les différentes niches hématopoïétiques. La plupart des CSH sont en contact 
avec le processus des cellules CAR (CXCL-12 Abundant Reticular Cells) produisant le CXCL12 
et le SCF (des facteurs essentiels pour le maintien des CSH). De nombreuses CSH sont en contact 
avec les cellules qui entourent les CE sinusoïdales. Une petite population de CSH est en contact 
avec des cellules SNO (Spindle-Shaped Ncadherin+ CD45– osteoblastic cells) ainsi que des 
cellules CAR. La relation entre les cellules subendothéliales Nes-GFP+ avec des cellules CAR et 
les CSM subendothéliales Sca-1+ reste à dévoiler. (b) les cellules CAR sont des progéniteurs 
adipo-ostéogéniques et sont nécessaires pour la prolifération des progéniteurs érythroïdes et 
lymphoïdes ainsi que les CSH, et le maintien de CSH dans un état indifférencié. MPP, les 
progéniteurs multipotents. (D’après Nagasawa et al., 2011). 
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VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor), TPO, etc), et chimiokines (CXCL12, IL-8, etc.) 

(Arai and Suda, 2007; Lataillade et al., 2008). 

II.B.1-  Le composant cellulaire  

       Il s’agit majoritairement de cellules stromales non hématopoïétiques (origine 

mésenchymateuse) : les ostéoblastes, les réticulocytes, les adipocytes et les CSM (Wilkins and 

Jones, 1995). Cependant, des cellules d’origine hématopoïétique y participent également 

activement ; c’est le cas des cellules immunitaires (macrophages, lymphocytes, monocytes), des 

ostéoclastes et des Cellules Endothéliales (CE). Toutes ces cellules sont capables de sécréter des 

facteurs de croissance, mais aussi des facteurs inhibiteurs de l'hématopoïèse. 

 

II.B.1.1. Cellules d’origine mésenchymateuse 

II.B.1.1.1-  Cellules Souches Mésenchymateuses (CSM) 

         Les CSM sont parmi les composants critiques qui participent à la création du micro-

environnement nécessaire à l’hématopoïèse et à la régulation des CSH (Kiel and Morrison, 2008). 

Lévesque et Winkler appellent « niche mésenchymateuse/ostéoblastique», la niche endostéale  en 

insistant sur le rôle essentiel des CSM dans la niche hématopoïétique (Lévesque and Winkler, 

2011). Récemment, Méndez-Ferrer a clairement démontré la participation directe des CSM à la 

formation de la niche in vivo et, en conséquence, au maintien des CSH (Méndez-Ferrer et al., 

2010). En culture à long terme, les CSM participent à la formation d’un environnement où les 

cellules hématopoïétiques immatures survivent, prolifèrent et se différencient sur plusieurs 

semaines grâce à un effet anti-apoptotique et inducteur de la prolifération de la part des CSM 

(Majumdar et al., 2003; Mourcin et al., 2005).  

Il existe actuellement des données suggèrant que les CSM seraient localisées autour des 

vaisseaux parmi les cellules péricytes (Sacchetti et al., 2007; Crisan et al., 2008; Méndez-Ferrer 

et al., 2010). Les péricytes sont présentes dans tous les tissus et ont pour fonction la stabilisation 

du réseau vasculaire en contrôlant la prolifération des CE et en assurant la contractilité des 

microvaisseaux. Ces péricytes humaines CD146+, après injection chez la souris, favorisent le 

développement d’une hématopoïèse murine (Sacchetti et al., 2007). La ressemblance avec les 

CSM notamment en termes de phénotype, de capacité de différenciation et de l’absence des 

marqueurs hématopoïètiques et endothéliales a incité certains auteurs à considérer les péricytes 

comme l’origine des CSM (Crisan et al., 2008).   

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22L%C3%A9vesque%20JP%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22L%C3%A9vesque%20JP%22%5BAuthor%5D


45 
 

      De plus, les CSM sont à l’origine des fibroblastes qui représentent en réalité une fraction 

importante des cellules stromales et sont connues comme étant des cellules du tissu conjonctif. 

Ces cellules sont essentielles à la production des protéines complexes qui créent le réseau de 

soutien formé de fibres de réticuline, fibronectine, laminine et de fibres de collagène de type I, III 

et IV. Elles sont donc responsables de la synthèse et du maintien des constituants de la matrice 

extracellulaire. De plus, certains auteurs confèrent à ces cellules une capacité de maintien de 

l’hématopoïèse in vitro (Moreau et al., 1993) ou même d’induction de la prolifération et la 

maturation des progéniteurs hématopoïétiques (Lisovsky et al., 1996). Cependant, ces dernières 

capacités restent un sujet controversé.  

(Le rôle de CSM sera détaillé dans le chapitre III Introduction- P. 64).  

 

II.B.1.1.2-  Les Ostéoblastes  

        L’architecture spatiale particulière de la moelle osseuse chez les mammifères montre une 

distribution des CSH essentiellement à proximité de la surface endostéale (Nilsson et al., 2001) et 

un nombre croissant de cellules différenciées au fur et à mesure que l’on s’approche de l’axe 

longitudinal central de l’os. Il a été montré que les CSH isolées de la région endostéale sont plus 

primitives que celles résidant dans la région médullaire centrale (Grassinger et al., 2010). Cette 

organisation non aléatoire de la moelle osseuse a suggéré, il y a longtemps, une relation possible 

entre les CSH et les ostéoblastes tapissant la surface endostéale et ayant pour fonction principale 

la formation de l’os. Récemment, une population des ostéoblastes exprimant fortement la 

molécule d’adhésion N-Cadhérine à leur surface et appelée SNO (Spindle-shaped N-cadhérine+ 

CD45- Osteoblastic) a été identifiée comme régulatrice principale de la niche ostéoblastique et de 

l’hématopoïèse. Plusieurs travaux ont montré leur  rôle primordial in vivo dans la régulation du 

nombre des CSH (Nagasawa et al., 2011; Zhang et al., 2003). 

 Dans un modèle murin, in vivo, les auteurs ont essayé de modifier le nombre d’ostéoblastes via 

des mutations du gène codant pour le récepteur BMP1 et la surexpression du récepteur de PTH et 

ont ensuite analysé l’impact sur les CSH. Ils ont trouvé que l’augmentation des ostéoblastes 

s’accompagnait d’une augmentation simultanée du nombre de CSH. Dans ces études, 

l’implication de certaines molécules d’adhésion notamment la N-cadhérine (exprimée sur les 

ostéoblastes immatures) avec la β-caténine a été observée (Zhang et al., 2003).   

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Grassinger%20J%22%5BAuthor%5D
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De même, des expériences réalisées in vitro montrent que le stroma riche en ostéoblastes favorise 

le maintien de l’activité CSH à long terme en impliquant la N-cadhérine (Nakamura et al., 2010; 

Hosokawa et al., 2010; Taichman et al., 1996).  

L’effet paracrine des ostéoblastes, tout comme le contact cellulaire, est impliqué dans ce 

processus. En effet, ces cellules secrètent constitutivement un panel très large de cytokines, le G-

CSF, GM-CSF (Granulocytic/Macrophagic- Colony Stimulating Factor), TGF-β (Transforming 

Growth Factor), TNF-α (Tumor Necrosis Factor), IL-6, IL-11 et SCF (Taichman and Emerson, 

1994; Calvi et al., 2003). Une autre étude a également révélé une implication importante de SDF-

1α dans l’effet des ostéoblastes sur l’hématopoïèse (Mishima et al., 2010).  

 L’équipe de RS Taichman (Jung et al., 2005) a ensuite constaté que le contact cellulaire est 

critique pour la survie et l’activité des progéniteurs hématopoïétiques cultivés avec les 

ostéoblastes, et que l’implication de VLA-4, de son ligand VCAM-1 (Vascular Cell Adhesion 

Molecule) et de VLA-5 est primordiale.  

Différentes voies de signalisation sont impliquées dans la communication des ostéoblastes vers 

les cellules hématopoïétiques, parmi lesquelles :1) la voie de la BMP avec N-Cadhérine et la β-

Caténine (Zhang et al., 2003) 2) la voie de Notch1- Jagged (Calvi et al., 2003) 3) La voie de 

Tie2/Ang-1 (Arai et al., 2004). 

Cependant, cette communication peut également se faire dans le sens opposé (cellules 

hématopoïétiques vers le micro-environnement) puisque Jung et al (Jung et al., 2008) ont montré 

qu’après un stress myélo-toxique, les CSH seraient capables d’orienter la différenciation de 

cellules mésenchymateuses vers la lignée ostéoblastique et ainsi de diriger l’aménagement de leur 

niche via l’activation de la voie BMP. 

 

II.B.1.1.3-  Les Cellules Réticulaires  

        Ce sont les cellules qui forment la niche réticulaire. Une petite population médullaire 

minoritaire appelée CAR (CXCL-12 Abundant Reticular Cells) qui entourent les CE sinusoïdales 

et expriment le VCAM-1, le CXCL12 et le SCF qui sont essentiels pour le maintien des CSH 

(Omatsu et al., 2010 ). L'analyse immuno-histochimique a montré que presque toutes les CSH 

(CD150+ CD48- CD41-) sont en contact avec les cellules CAR pour former la niche réticulaire 

(Tokoyoda et al., 2004; Sugiyama et al., 2006). Les données suggèrent que les cellules CAR sont 

des progéniteurs adipo-ostéogéniques importants pour le maintien de l'état indifférencié des CSH 
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et la prolifération des progéniteurs B et érythroïdes (Figure 6 et 7) (Tokoyoda et al., 2004; 

Sugiyama et al., 2006).  

 

II.B.1.1.4-  Les Adipocytes 

         Constituant un élément essentiel du micro-environnement de la moelle osseuse, les 

adipocytes médullaires semblent jouer un rôle important dans l’hématopoïèse. Ils constituent une 

réserve en métabolites énergétiques nécessaires à l’hématopoïèse (Hussain et al., 1989). Après 

l’identification des CSM à partir des tissus adipeux, le rôle des adipocytes dans l’hématopoïèse 

est facilement défendable. En réalité, l'adipocyte médullaire, par ses propriétés endocrines et, en 

particulier, sa capacité de sécréter la leptine et l’adiponectine, joue un rôle direct dans la 

prolifération des progéniteurs hématopoïétiques (Yokota et al., 2003) et peut diriger les 

progéniteurs immatures vers une différenciation complète (Corre et al., 2004). Cette propriété 

semble opposée à celle des ostéoblastes alors qu’il existerait une possibilité de conversion 

phénotypique entre ces deux types cellulaires, reflétant l'origine commune, à savoir les CSM 

(Laharrague et al., 1999). 

 

II.B.1.2. Cellules d’origine hématopoïétique 

II.B.1.2.1-  Les Ostéoclastes 

      Ce sont des cellules d’origine hématopoïétique (issues de la différenciation des macrophages) 

ayant pour fonction pricipale, la résorption du tissu osseux et donc son modelage (Nakamura et 

al., 2012). Il a été montré que ces cellules jouent un rôle crucial dans la pathogénicité des cellules 

de Myélome Multiple (MM) en produisant des facteurs de croissance appartenant à la 

superfamille TNF (Moreaux et al., 2004). 

 

II.B.1.2.2-  Les Cellules Endothéliales (CE) 

       Ce sont les cellules qui forment la partie interne de parois des sinusoïdes médullaires. 

Les CE sont activement impliquées dans les mécanismes qui favorisent le passage des éléments 

cellulaires de la moelle osseuse vers le sang. Les CE reposent sur une fine membrane basale 

constituée de différentes molécules de la matrice extracellulaire et notamment de laminine, de 

fibronectine et de collagène de type IV (Rafii et al., 1997). Il est probable qu’elles ont une origine 
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commune avec les CSH (l’hémangioblaste) (Choi et al., 1998) ou peuvent même être produites 

par des CSH. 

Dans le micro-environnement hématopoïétique, quelle que soit leur origine (le sac vitellin, le foie 

fœtal ou la moelle osseuse), les CE micro-vasculaires fournissent le contact cellulaire et sécrètent 

un grand nombre de cytokines et de facteurs de croissance qui permettent la préservation de la 

stabilité de l'hématopoïèse. Parmi ces molécules il y a les cytokines spécifiques des lignées 

comme G-CSF, GM-CSF, M-CSF, C-Kit-ligand et les facteurs inhibiteurs leucémiques … etc. 

(Rafii et al., 1997). Ces CE expriment les marqueurs CD34 et CD31 et sont positives pour le 

facteur de Willebrand. Elles contribuent à créer la niche vasculaire des CSH où elles représentent 

l’élément principal (Askmyr et al., 2009; Li et al., 2004) sans lequel l’hématopoïèse est 

gravement affectée (Avecilla et al., 2004). Il y a quelques années, grâce à la famille des 

récepteurs SLAM (Signaling Lymphocyte Activation Molecule) dont l’expression pourrait 

distinguer les CSH des progéniteurs, Kiel JM et al ont pu confirmer la présence de la niche 

vasculaire où les CSH sont en contact avec des CE sinusoïdales (Kiel et al., 2005).  

La co-culture ex vivo de CE primaires et de CSH favorise l’expansion de ces dernières et 

augmente leur capacité de greffe en transplantation compétitive (Li et al., 2003b). De même, une 

population médullaire de CE s’est montrée capable de préserver la primitivité (auto-

renouvellement) des CSH  après une co-culture ex vivo avec une implication primordiale de la 

voie Notch (Butler et al., 2010). 

Cependant, toutes les CE primaires issues d’organes non hématopoïétiques ne permettent pas de 

favoriser le maintien de la capacité de greffe des CSH (Li et al., 2004). 

 

II.B.1.2.3-  Les Macrophages 

        Les macrophages médullaires sont également considérés comme faisant partie du stroma. 

Contrairement aux autres cellules stromales, les macrophages expriment des marqueurs 

hématopoïétiques et monocytaires spécifiques: CD45, CD11b, CD14. Mais ils ne sont pas 

impliqués dans la synthèse du collagène. Ils sont facilement identifiables par leur activité 

phagocytaire, disposés à proximité des capillaires sinusoïdes en position adventitielle. Ils 

apparaissent nécessaires à la maturation des cellules hématopoïétiques en particulier les 

érythroblastes où ils occupent le centre des îlots érythroblastiques permettant notamment 

l'énucléation du noyau, et des lymphocytes (Perkins and Fleischman, 1988).  
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L’équipe de Winkler a rapporté un rôle important des macrophages dans la niche. Dans cette 

étude chez la souris, elle a montré que la déplétion des macrophages induit la mobilisation des 

CSH suite à la diminution des ostéoblastes ainsi que les cytokines trophiques à l’endoste 

(Winkler et al., 2010).  

 

II.B.2-  La Matrice Extracellulaire  

        C’est un réseau complexe de fibres et de protéines, dont le collagène, la laminine et de la 

fibronectine auxquels viennent adhérer les cellules hématopoïétiques. Cette adhérence est 

probablement capitale compte tenu de l’important réservoir en facteurs de croissance que possède 

cette matrice.  

 Hosokawa et al ont montré que la N-cadhérine a une place primordiale dans le rétablissement de 

l’hématopoïèse dans la niche médullaire après transplantation (Hosokawa et al., 2010). D’autres 

molécules telles que le CD44 et l’acide hyaluronique sont des composants cruciaux de la matrice 

extracellulaire. Elles sont fortement exprimées sur les CE secrétant SDF-1 et leur implication 

dans le homing de CSH a été décrite (Avigdor et al., 2004).   

 

II.B.3-  Facteurs de croissance et cytokines 

         L'étude des cellules souches par culture de CSH in vitro a montré la nécessité de "facteurs 

de croissance hématopoïétiques" pour la survie, la multiplication, la différenciation et la 

maturation des cellules hématopoïétiques. Ces facteurs sont principalement produits par des 

cellules médullaires stromales ou des cellules matures dans le sang. Depuis 10 ans, les cytokines 

recombinantes sont identifiées, clonées et produites, ce qui a facilité notre compréhension de 

l'hématopoïèse.  

Leur action, par l’intermédiaire de récepteurs spécifiques, peut être paracrine (cellules proches), 

endocrine (cellules ou tissus distants (comme le cas de l’EPO secrétée par le rein) et rejoignant la 

cible médullaire par la circulation générale), juxtacrine (cellules en contact) ou autocrine (sur la 

cellule productrice ou une cellule proche du même type).  

Il est effectivement extrêmement compliqué de parler des fonctions distinctes de chaque 

cytokine, car l’hématologie expérimentale a montré que l’effet de chaque cytokine est lié aux 

conditions de culture et que la variation d’un seul des nombreux composants de culture suffit 

pour obtenir des résultats complètement différents (Douay, 2001). Ainsi, en utilisant plusieurs 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Hosokawa%20K%22%5BAuthor%5D
http://fr.wikipedia.org/wiki/Paracrine
http://fr.wikipedia.org/wiki/Endocrine
http://fr.wikipedia.org/w/index.php?title=Juxtacrine&action=edit&redlink=1
http://fr.wikipedia.org/wiki/Communication_autocrine
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types de cytokines dans une expérience le résultat peut montrer un effet redondant, synergique et 

même contraire. 

 

 II.B.3.1-  Les cytokines stimulantes 

       Il existe de nombreuses cytokines ayant une action stimulante sur l’hématopoïèse primitive 

ou pouvant être spécialisées sur certaines lignées hématopoïétiques. L’effet peut également être 

très étendu. 

 

II.B.3.1.1-  Stem Cell Factor (SCF) ou C-kit Ligand (KL) 

        C’est une cytokine exprimée principalement par des cellules stromales médullaires. Elle 

exerce son effet en se liant au c-Kit qui est un récepteur tyrosine kinase exprimé sur toutes les 

CSH. Le défaut de l’expression de c-Kit conduit à une diminution des CSH «greffables» (Ikuta 

and Weissman, 1992). 

 Bien que le SCF ne soit pas essentiel pour la génération de CSH (Ikuta and Weissman, 1992), de 

nombreuses études (Hassan and Zander, 1996) ont montré qu'il pourrait prévenir leur apoptose. 

En réalité, presque toutes les combinaisons de cytokines utilisées à ce jour pour la culture de CSH 

comprennent le SCF. Cette cytokine potentialise l’auto-renouvellement symétrique en culture de 

CSH du foie fœtal mais aussi de CSH adultes (Bowie et al., 2007) ; cette activité a probablement 

besoin de la coopération des autres facteurs de croissance. Il a été montré que la forme 

transmembranaire du SCF fonctionne comme une molécule d’adhésion des CSH à leur 

environnement médullaire. Ainsi, le clivage de cette forme de SCF par le récepteur activateur du 

facteur nucléaire (NF)-kappa B (RANK) ligand et la cathepsine K (Kollet et al., 2006) ou par 

MMP-9 (métalloprotéinase-9) augmente la mobilisation CSH (Kollet et al., 2006). Pour conclure, 

le SCF a un rôle crucial dans la survie, la mobilité et l'auto-renouvellement des CSH en culture 

ainsi que dans les niches.   

 

II.B.3.1.2- Flt-3 Ligand (FL) 

Cette cytokine appartient à une petite famille hématopoïétique incluant le M-CSF et KL, qui est 

spécifique pour les récepteurs tyrosine kinase 3 (Lyman and Jacobsen, 1998). Son action sur 

l’hématopoïèse primitive est médiée essentiellement par son récepteur Flt-3 qui est exprimé 

principalement sur les CSH primitives.  
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FL joue un rôle moins important que KL dans la régulation de la myélopoïèse et de 

l'érythropoïèse ; en revanche, il intervient dans la production des cellules dendritiques et des 

cellules B (Lyman and Jacobsen, 1998). Bien que cette cytokine, comme le cas de KL, ne 

permette qu'une faible expansion des CSH lorsqu'elle est utilisée seule, elle présente un effet 

synergique lorsqu’elle est combinée avec KL ainsi qu'avec d'autres cytokines (Luens et al., 1998).  

Dans les modèles d’expansion ex vivo des greffons hématopoïétiques, le FL est fréquemment 

présent dans les cocktails cytokiniques, notamment en association avec le SCF et la TPO 

(Andrade et al., 2010).  

 

II.B.3.1.3-  Thrombopoïétine (TPO) 

        La TPO est la cytokine principale qui régule le développement des mégacaryocytes et des 

plaquettes. Avec son récepteur Mpl, elle exerce des effets profonds sur les cellules 

hématopoïétiques primitives. Toutes les souris knock-out pour TPO ou Mpl présentent une 

diminution du nombre de CSH «greffables» (Solar et al., 1998). Des études de culture in vitro 

(Matsunaga et al., 1998) indiquent aussi un rôle important de la TPO dans la préservation de la 

survie des CSH à long terme (Kaushansky, 2005). 

Une étude récente (Tong et al., 2007) sur des souris a révélé un rôle pivot d'un signal inconnu 

émanant de la région membranaire à proximité du récepteur Mpl ou de JAK2 (Janus Kinase) qui 

est essentiel pour le maintien de l'activité CSH. 

La TPO secrétée par les cellules stromales peut également induire la stabilisation de HIF-1α 

(Hypoxia Inducible Factor) (induction non hypoxique de HIF) qui est un régulateur principal de 

la fonction des CSH ; le HIF, à son tour, va stimuler la sécrétion de VEGF (Kirito et al., 2005). 

D’autre part, la surexpression de TPO et FL sur une lignée de CSM médullaire favorise 

clairement l’expansion ex vivo des cellules CD34+ du sang placentaire. Un effet important sur les 

cellules primitives LTC-IC et SRC a été également noté (Xie et al., 2005).      

La TPO a un rôle important dans les protocoles d’expansion de CSH (greffe de CSH). Chez la 

souris, la TPO permet l'expansion des cellules hématopoïétiques les plus immatures dans une 

culture en milieu liquide (Yagi et al., 1999). En revanche, chez l'Homme, il a été montré que la 

TPO seule n'est pas suffisante pour activer les cellules CD34+ du SP et est donc combinée avec 

d’autres cytokines dans les protocoles cliniques (Reiffers et al., 1999; McNiece et al., 2000). 

(L’effet de TPO sur la quiescence de CSH est discuté dans II.B.4.3.3- P. 61).   

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Luens%20KM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9454750
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Andrade%20PZ%22%5BAuthor%5D


52 
 

II.B.3.1.4-  L’Interleukine 6 (IL-6) 

        L'IL-6 est un membre de la famille IL-6 qui comprend, entre autres, l’IL-1l et le LIF 

(Leukemia Inhibitory Factor). Les récepteurs de cette famille partagent tous au moins une sous-

unité de la protéine gp 130 (Kishimoto et al., 1995). L'IL-6 est un facteur doté d'une activité 

biologique extrêmement large et d’une action complexe sur l'hématopoïèse. Il existe deux formes 

de récepteur de l’IL-6 : récepteur soluble et membranaire. 

(Le rôle de l’IL-6 sera détaillé dans III.C.1.1.5 - p. 73). 

 

II.B.3.1.5- Colony Stimulating Factors (CSF) 

       Les CSFs sont capables de stimuler les CSH pour donner des colonies de cellules 

hématopoïétiques. Ainsi, elles sont indispensables pour le test CFC in vitro et font partie 

intégrante des cytokines utilisées  pour estimer le nombre de CFC en milieux semi-solides. 

Certaines de ces molécules agissent sur des progéniteurs précoces et ne sont pas spécifiques d'une 

lignée donnée (GM-CSF, IL-3). D'autres ont une action restreinte à une lignée donnée et sont 

nécessaires à l'acquisition des caractères de différenciation spécifiques des cellules matures 

(EPO, IL-5).  

       Le GM-CSF (Granulocyte Macrophage-Colony Stimulating Factor): Son action est plus 

restreinte que celle de l'IL-3 avec une activité sur la plupart des progéniteurs et sur les cellules 

matures des lignées granulo-monocytaires et éosinophiles. Non seulement il active la 

multiplication cellulaire, mais favorise aussi l'acquisition des fonctions de ces cellules 

(phagocytose, adhésion...) (Hayashida et al., 1990).  

Le G-CSF (Granulocyte Colony Stimulating Factor): C'est un facteur essentiellement actif sur la 

lignée granuleuse, y compris sur les cellules les plus matures. 

Le M-CSF (Macrophage Colony Stimulating Factor) seul n'a pratiquement aucune activité CSFs. 

Il semble avoir besoin de GM-CSF à très faible concentration pour être stimulant. Il semble 

constituer le facteur de régulation de tout le système des phagocytes mononucléés (facteur de 

survie et  d'activation des monocytes et des macrophages). 

 

 II.B.3.1.6-  L’Interleukine 3 (IL-3)  

        Produite par des lymphocytes, l’IL-3 agit pendant les temps précoces de presque toutes les 

lignées hématopoïétiques et permet la formation de toutes sortes de colonies. Toutefois, il faut lui 
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associer de l'EPO pour obtenir une stimulation maximale de la formation de colonies érythroïdes. 

L’IL-3 peut également induire le développement de la lignée B. En effet, les cellules CD34+ 

placentaires humaines expandues ex vivo ont pu générer chez la souris des lymphocytes T et NK 

de façon dépendante de la présence de l’IL-3 dans la culture (Choi et al., 2008). Astori G a déjà 

montré que l’IL-3 est indispensable (notamment en association avec la TPO) pour obtenir une 

expansion satisfaisante des cellules CD34+ placentaires (Astori et al., 2001).  

 Il a été souvent montré que cette cytokine stimule la prolifération et la différenciation des 

cellules souches et des progéniteurs primitifs. Cette conclusion a été initialement obtenue sur la 

base d’une expérimentation dans un milieu contenant du sérum animal ou humain (Beshlawy et 

al., 2009). Les résultats de cette action aboutissent à l’épuisement des cellules souches au cours 

de la culture ex vivo. Il a été montré que l’IL-3 peut avoir un effet stimulateur de l’auto-

renouvellement de CSH murines en synergie avec KL, FL et MGDF (Megakaryocyte Growth and 

Development Factor) (Bryder and Jacobsen, 2000), effet similaire à celui d’IL-11 (Yonemura et 

al., 1997). De façon très importante, les auteurs rapportent que l’expansion de greffon était 

également très importante dans un milieu contenant 10% SVF (Sérum de Veau Fœtal), en dépit 

d’une forte perte de l’activité de reconstitution. Dans ce sens, des expériences plus récentes 

effectuées avec du milieu sans sérum ont permis de mettre en évidence le fait que les deux effets 

de l’IL-3 (stimulant de la prolifération et de la différenciation des cellules souches) ne sont pas 

obligatoirement associés. En effet de très faibles doses d’IL-3 stimulent la prolifération mais pas 

la différenciation, alors que de fortes doses associent obligatoirement ces deux effets. Ainsi, un 

milieu bien adapté peut permettre de mettre en valeur l’effet positif de l’IL-3 à faibles doses sur 

l’amplification des cellules souches. Ces effets sont d’ailleurs hautement dépendants de la 

présence et de la concentration d’autres cytokines dans la culture qui interagissent dans la plupart 

des cas de façon synergique (Ivanovic, 2004a; Ivanovic and Boiron, 2009a). Yao CL et al, en 

suivant une méthodologie statistique, ont trouvé que l’effet de l’IL-3 sur l’expansion de CMN 

(Cellules Mononuclées) placentaires peut être atteint dans une dose très faible, entre 0,5 à 2 

ng/mL, (loin de 20 à 50 ng/mL correspondent aux doses couramment utilisées) dans un milieu 

sans sérum (Yao et al., 2004).  

L’effet de l’IL-3 peut être lié à la stimulation du transporteur transmembranaire du glucose  

(Ivanovic, 2004a). Selon le type cellulaire (McCoy et al., 1997), l’IL-3 induit l’expression ou 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Beshlawy%20AE%22%5BAuthor%5D
http://www.google.fr/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=4&cad=rja&ved=0CDQQFjAD&url=http%3A%2F%2Fcat.inist.fr%2F%3FaModele%3DafficheN%26cpsidt%3D1465799&ei=NTw0ULWdDMi90QWUwYHoBQ&usg=AFQjCNHUron9_Jub9KJn9E5ITxfIbOHmng&sig2=HsRRywKzYsEPrXhi1gG64g
http://www.google.fr/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=4&cad=rja&ved=0CDQQFjAD&url=http%3A%2F%2Fcat.inist.fr%2F%3FaModele%3DafficheN%26cpsidt%3D1465799&ei=NTw0ULWdDMi90QWUwYHoBQ&usg=AFQjCNHUron9_Jub9KJn9E5ITxfIbOHmng&sig2=HsRRywKzYsEPrXhi1gG64g
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Bryder%20D%22%5BAuthor%5D
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augmente l’affinité du transporteur dans certaines cellules (Ahmed and Berridge, 1997) alors 

qu’elle perd cette faculté sur d’autres cellules. 

Enfin, l’IL-3 est capable d’agir en synergie avec des facteurs tels que le SCF le G-CSF assurant 

la survie et la prolifération des cellules les plus primitives. Une étude récente a montré que l’IL-3 

tout comme l’IL-6 est indispensable à coté de SCF, FL, TPO pour une bonne expansion de 

cellules CD133+ ex vivo (Bordeaux-Rego et al., 2010).  

 

II.B.3.1.7- L’Erythropoïétine (EPO) 

        Contrairement aux autres facteurs de croissance, l’EPO est synthétisée majoritairement au 

niveau du rein par les cellules endothéliales péritubulaires et faiblement au niveau hépatique. 

Dans le système hématopoïétique, elle constitue le facteur spécifique de la lignée érythroïde en 

agissant tardivement au cours de la différenciation érythroïde (les colonies BFU-E étant 

résistantes à l’EPO au contraire des CFU-E). 

 

II.B.3.1.8-  L’interleukine 5 (IL-5) agit sur les polynucléaires éosinophiles matures dont elle 

augmente la survie et les fonctions. 

 

II.B.3.1.9-  Autres facteurs stimulateurs   

L’IL-17  

       Elle est secrétée par un nouveau type de lymphocytes appelé Th17 (différentes de Th1/Th2) 

qui exerce ses activités biologiques sur de nombreux types cellulaires impliqués dans la réaction 

inflammatoire (Bettelli et al., 2007; Wang and Liu, 2008). L’IL-17 stimule la granulopoïèse, le 

trafic de neutrophiles et l’érythropoïèse (Jovcić et al., 2004). Les effets d’IL-17 sur les CSH sont 

indirects via la sécrétion des cytokines GM-CSF, G-CSF, IL-6 et chimiokines par les cellules 

stromales (Schwarzenberger and Kolls, 2002).  

 

FGF-1 c’est un facteur de croissance secrété par des cellules hépatiques fœtales qui pourrait être 

impliqué dans la préservation les cellules hématopoïétiques primitives ex vivo (de Haan et 

al., 2003). 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Bordeaux-Rego%20P%22%5BAuthor%5D
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L'IL-4, est une cytokine anti-inflammatoire produite par certains cellules comme les basophiles 

et les lymphocytes T. Elle exerce son effet sur la lignée basophile et les lymphocytes B.   

 

II.B.3.2-  Les cytokines inhibitrices 

Plusieurs facteurs ayant une fonction de régulation négative ont cependant été caractérisés. 

 

II.B.3.2.1- Transforming Growth Factor β (TGF-β) est une protéine multifonctionnelle qui 

contrôle plusieurs processus cellulaires liés au développement et à l'auto-renouvellement des 

cellules somatiques (Fortunel et al., 2003). La voie de transduction du TGF-β est complexe, elle 

implique les protéines SMAD (Mothers Against Decapentaplegic Homolog) et MAP-kinase. Elle 

est un inhibiteur de l'entrée en cycle cellulaire des progéniteurs primitifs stimulés par les 

cytokines SCF, FL, TPO et IL-6. Néanmoins, son action est variable en fonction de l'état de 

différenciation des cellules et de l'interaction avec d'autres cytokines (Kim and Letterio, 2003). 

Certaines études ont montré qu’il induit la quiescence en augmentant l’expression de p21 et 

p57 (Scandura et al., 2004).  

Il a été finalement démontré que le TGF-β secrété par les CSM possède une activité immuno-

modulatrice (Di Nicola et al., 2002).  

 

II.B.3.2.2-  L’Interleukine 10 (IL-10)  

Cette cytokine est produite par des lymphocytes et a un rôle principalement négatif sur 

l’hématopoïèse. (Le rôle de l’IL-10 sera plus détaillé dans III.C.1.1.4- P. 73). 

 

II.B.3.2.3- Tumor Necrosis Factor α (TNF-α) est une cytokine multifonctionnelle qui est 

produite principalement par les macrophages et lymphocytes activés. Il agit en fait de manière 

différente (action inhibitrice ou stimulante) suivant les facteurs de croissance utilisés en culture 

pour stimuler la prolifération. Son rôle a été évoqué dans différents syndromes cliniques 

d'insuffisance ou de dysfonctionnement médullaire comme la réaction du greffon contre l'hôte, le 

rejet post-greffe ou l'aplasie médullaire suggérant ainsi son rôle inhibiteur de l'hématopoïèse 

(Reimold, 2002).  

 

II.B.3.2.4-  Platelet Factor 4 (PF4), inhibiteur de la thrombopoïèse. 
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II.B.3.2.5- Macrophage-Inflammatory-Protein 1α (MIP-1α), c’est un facteur qui prévient 

l’entrée en cycle des CSH et la prolifération des progéniteurs mais il stimule les précurseurs. 

II.B.4-  Autres facteurs intervenant dans la régulation de l'hématopoïèse 

II.B.4.1-  Les Chimiokines 

       Les chimiokines sont une famille de protéines de bas poids moléculaire qui ont une activité 

chimioattractante. Elles gouvernent le mouvement des leucocytes dans l'organisme aussi bien 

chez le sujet sain qu’au cours des pathologies inflammatoires, hématologiques et immunitaires. 

Elles jouent également un rôle important pour d'autres fonctions, comme le développement, la 

prolifération, la survie et la migration des CSH humaines et murines (Son et al., 2006). 

 

       Le SDF-1 (Stromal Cell-Derived Factor 1) ou CXCL-12 est une chimiokine produite par les 

cellules stromales de la moelle et qui se fixe au récepteur CXCR-4 (CD184). La fixation du SDF-

1 à son récepteur CXCR-4 sur des cellules CD34+ médullaires primitives induit une signalisation 

impliquant JAK2 et aboutissant à une réorganisation des protéines du cytosquelette. SDF-1 est 

chimiotactique et chimiokinétique pour les CSH médullaires, un gradient de SDF-1 induisant leur 

migration vers les fortes concentrations (Peled et al., 2000). Comme nous l’avons évoqué 

précédemment, les cellules CAR dans l’endothélium des sinusoïdes médullaires expriment une 

quantité importante de SDF-1. Ce SDF-1 active les intégrines VLA-4, VLA-5 et LFA-1 

(Lymphocyte Function Associated Antigen-1) à la surface des cellules hématopoïétiques, ce qui 

favorise l’adhérence et puis le homing des CSH dans la niche. D’autres molécules telles que le 

CD44 et l’acide hyaluronique (un composant crucial de la matrice extracellulaire), seraient 

également fortement impliquées dans cet effet de SDF-1 (Avigdor et al., 2004). En outre, le SDF-

1 joue un rôle important dans la mobilisation des cellules hématopoïétiques (Peled et al., 2000). Il 

a même été constaté une relation inverse entre la quantité de cellules CD34+ collectées par 

cytaphérèse et l’intensité de leur expression de CXCR-4. En effet, le nombre de ces cellules 

décroît de façon exponentielle avec l'augmentation de l’intensité de l’expression de CXCR-4 

(Voermans et al., 2001 ; Carion et al., 2003). L’équipe de Domenech a mis en évidence une 

augmentation des taux plasmiques de MMP-9 chez les patients mobilisés alors que ce n’est pas le 

cas pour les taux de SDF-1 endogène (Carion et al., 2003). Dans cette étude, les concentrations 

de SDF-1 n’ont pas présenté de conversion entre la moelle et le sang périphérique. 
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A côté de son rôle mobilisateur, il existe des données montrant une implication directe de SDF-1 

dans l’hématopoïèse. En effet, Lataillade et al ont démontré que cette chimiokine augmente la 

prolifération des cellules CD34+ du sang mobilisé en stimulant le cycle cellulaire (Lataillade et 

al., 2000). Elle améliore également l’expansion des cellules CD34+ en agissant en synergie, de 

manière dose dépendante, avec le cocktail de cytokines utilisé.      

Une autre étude a également prouvé que la capacité des CSH Lin- placentaires (proliférant sous 

l'action de FL, KL, IL-3, IL-6 et G-CSF en milieu sans sérum) à coloniser la souris NOD/SCID 

est augmentée par l'action de SDF-l (Glimm et al., 2002). En revanche, le SDF-1 apparaît dans 

cette étude comme une molécule inhibant l'entrée en cycle des CSH humaines. 

Dans ce sens, il a été montré que la délétion de CXCR-4 conduirait à l’épuisement des CSH 

primitives suite à une induction massive de la prolifération (Nie et al., 2008).  

Enfin, selon certains auteurs, l’axe CXCL-12/CXCR-4 pourrait jouer un rôle dans la migration 

des CSM médullaires et placentaires (Son et al., 2006; Wang et al., 2008b). 

 

         L’IL-8  est une chimiokine qui peut être sécrétée par différents types cellulaires, 

neutrophiles, monocytes, cellules stromales et progéniteurs hématopoïétiques CD34+. Elle est 

impliquée dans la chimioattraction des neutrophiles, l’angiogenèse et la mobilisation des 

CSH/PH (Majka et al., 2001). Elle serait impliquée de façon directe dans la survie et la 

prolifération des CE (Li et al., 2003a). Hussein et al. ont observé un niveau élevé d’IL-8 chez les 

nouveau-nés souffrant d’asphyxie cérébrale suggérant qu’elle peut avoir un effet protecteur 

(Hussein et al., 2010).  D’autre part, elle est considérée par plusieurs auteurs comme agissant 

négativement sur l’hématopoïèse (de Vasconcellos et al., 2011). Une étude de la production 

cytokinique endogène chez des donneurs sains après l’injection de G-CSF a mis en évidence une 

augmentation de l'IL-8 sanguine. Cette concentration d'IL-8 était corrélée avec le nombre de 

cellules CD34+ circulantes et avec la quantité de cellules hématopoïétiques prélevées par 

cytaphérèse. La sécrétion d'IL-8 endogène pourrait donc jouer un rôle dans la mobilisation des 

CSH et des progéniteurs induite par le G-CSF (Watanabe et al., 1999).             

 

II.B.4.2-  Les molécules d'adhésion  

         Elles représentent de grands médiateurs impliqués dans le contrôle de l'hématopoïèse par le 

stroma. Il peut s'agir de cytokines liées à la membrane soit directement (SCF, M-CSF), soit à 
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travers une liaison avec une molécule de la membrane stromale (le sulfate d’héparine liant l'IL-3 

et le GM-CSF). Ces molécules peuvent également être membranaires proprement dites 

appartenant à la classe des intégrines (αlβ l, α5β l) (Coulombel et al., 1997), à la superfamille des 

immunoglobulines (lCAM-l, VCAM-l, HCA) ou du CD44 (Wagner et al., 2008), ligand de 

l'acide hyaluronique ou d'autres molécules des MEC (Simmons et al., 1997). 

Les interactions à travers ces molécules permettent le maintien des CSH dans la moelle osseuse, 

mais également la transmission de signaux modulant la survie, la prolifération et la 

différenciation cellulaire. 

La molécule VLA-4 a prouvé in vivo son implication dans la myélopoïèse, l’érythropoïèse et son 

rôle majeur dans la lymphopoïèse B dans les modèles de souris invalidées pour cette molécule 

(Arroyo et al., 2000). In vitro, une étude utilisant des peptides bloquants pour inhiber l’interaction 

des progéniteurs avec le stroma a montré que l’adhésion par VLA-4 bloque l’entrée en phase S 

du cycle cellulaire, inhibant ainsi la prolifération et la différenciation des CSH maintenues par le 

stroma dans un état de quiescence (Jiang et al., 2000). Par contre, les souris privées de VLA-5 ne 

montrent pas de dysfonctionnement au cours de l’hématopoïèse, suggérant ainsi que le rôle de 

VLA-5 est plus restreint que celui de VLA-4 (Arroyo et al., 2000).     

        Bien que les phénomènes de migration de CSH vers la MO appelés domiciliation ou homing 

(au cours de la transplantation) et hors de la MO appelés mobilisation, soient régulés par des 

chimiokines (notamment le SDF-1) (Levesque et al., 2001), leurs acteurs directs restent des 

récepteurs d'adhérence exprimés par les CSH. Ces molécules sont notamment VLA-4/VCAM-1 

exprimées sur les CSH et les CE respectivement pour la mobilisation et les deux familles de 

récepteurs d'adhésion : les β1 intégrines (VLA-4 et VLA-5) et les sélectines (L-sélectine ou 

CD62L) (Cho and Spangrude, 2011).    

Il a été montré que l'exposition aux cytokines peut améliorer l'expression et la fonction de ces 

différentes molécules précédemment citées, conduisant ainsi à une domiciliation plus rapide 

suivant la transplantation (Moore, 2002).     

La molécule LFA-1 s’est montrée importante pour le maintien des CSH (Wilkins and 

Jones, 1995) car son blocage in vitro dans les cellules CD34+ humaines diminue 

significativement leur capacité de greffe (Peled et al., 2000).   

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Cho%20S%22%5BAuthor%5D
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Très récemment, deux molécules de la famille des intégrines ont été identifiées comme 

marqueurs désignant les CSH : α 2 intégrine (CD49b) (Wagers and Weissman, 2006) et α 6 

intégrine (CD49f) (Notta et al., 2011). 

In vitro, les systèmes de co-culture de cellules hématopoïétiques avec les différents types de 

cellule stromales ont confirmé l’importance du contact direct via les molécules d’adhésion pour 

la fonctionnalité des CSH. Dans ce sens, il a été montré que les progéniteurs adhérant au stroma 

prolifèrent moins que les non adhérents, indiquant que la prolifération des progéniteurs est 

induite soit par une absence d’interaction avec les intégrines soit par des cytokines (Cashman et 

al., 1998).  

     

II.B.4.3-  Signalisations impliquées dans la régulation de l’hématopoïèse  

II.B.4.3.1-  Les voies morphogènes 

      Parmi les voies de signalisation qui se sont révélées essentielles dans le contrôle de l’équilibre 

entre l’auto-renouvellement et la différenciation des CSH, figurent les voies morphogènes : Wnt, 

Sonic hedgehog (Shh) et Notch. Leur rôle dans l’auto-renouvellement des CSH pendant le 

développement embryonnaire est bien connu.  

 

       L’activation de Notch ex vivo par son ligand agit sur les CSH en favorisant le maintien de 

leur multipotence au détriment de la différenciation (Varnum-Finney et al., 2000). Suzuki et al, 

en ajoutant une faible quantité du ligand Delta like1, ont pu obtenir une amélioration de maintien 

des CSH à partir de cellules de SP stimulées fortement ex vivo avec les cytokines (Suzuki et 

al., 2006). De même, la surexpression de Jagged1 (ligand de Notch) par les ostéoblastes a 

entraîné une augmentation du nombre de CSH (Calvi et al., 2003). Toutefois, l’absence de 

Jagged1 dans des souris knockout n’a pas affecté leur hématopoïèse ce qui signifie probablement 

une redondance fonctionnelle au niveau de différentes formes de ligands et isoformes Notch 

(Mancini et al., 2005).  

      Lors du processus de différenciation, il a été observé une diminution de l’expression de Notch 

qui a joué un rôle inhibiteur de la différenciation (Duncan et al., 2005). Delaney C et al, en 

stimulant la voie Notch in vitro dans des greffons du SP, ont pu obtenir une expansion importante 

qui a donné un résultat clinique remarquable avec un raccourcissement de l’agranulocytose post-

greffe même si la longévité de greffon (liée aux cellules primitives) n’a pas été démontrée 
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(Delaney et al., 2010). Il faut noter malgré tout qu’il s’agit d’une approche très complexe car 

deux unités ont été greffées dont une seule qui persiste à long terme celle qui est amplifiée ex 

vivo. L’auteur avait déjà mis en évidence un effet dose-dépendant du ligand Delta-like 1 sur la 

capacité de repeuplement in vivo en observant en même temps que des concentrations élevées 

pourraient supprimer cet effet (Delaney et al., 2005). Un travail récent a montré qu’un niveau 

élevé de Notch1 serait un critère pour identifier des CSH primitives (Panepucci et al., 2010).  

 

      La voie Hedgehog (Shh) a été proposée comme impliquée dans la régulation de l’auto-

renouvellement. 

La stimulation de cette voie dans une population CD34+ Lin- CD38- humaine augmente son auto-

renouvellement à travers la régulation des BMP (Bhardwaj et al., 2001). Une étude sur des 

embryons de poissons zèbres mutants pour la voie HH ou traités à la cyclopamine montre des 

défauts dans la formation de CSH adultes mais pas dans l’hématopoïèse primitive (Gering and 

Patient, 2005). Le blocage de la voie par l’ajout d’un anticorps anti-HH permet le maintien du 

nombre initial de SRC ensemencées en culture ex vivo tandis que l’ajout de SHH ou la culture au 

contact de cellules stromales exprimant IHH (Indian Hedgehog) amplifie ex vivo le nombre de 

SRC (Bhardwaj et al., 2001 ; Kobune et al., 2004). 

 Les voies Notch et Shh sont également impliquées dans l’auto-renouvellement d’autres types de 

cellules souches adultes (Spradling et al., 2001).  

        La voie morphogène Wnt est également un régulateur de l’auto-renouvellement et de 

l’oncogenèse dans différents organes, notamment dans le système hématopoïétique (Luis and 

Staal, 2009). L’activation de ce signal a même augmenté l’expression de Notch 1 et de HoxB4 

impliqués dans l’auto-renouvellement de CSH (Reya et al., 2003). Il a été montré que les ligands 

Wnt stimulent la prolifération des progéniteurs hématopoïétiques médullaires humains et l’auto-

renouvellement des CSH (Van Den Berg et al., 1998; Willert et al., 2003), tandis que l’expression 

d’Axin (inhibiteur de la voie Wnt) conduit a une mort des CSH ainsi qu’une nette réduction de 

leur capacité de greffe (Van Den Berg et al., 1998). De même, Cheng X et al. ont trouvé que 

Wnt3 qui est stimulé seulement au cours du contact cellulaire représente l’intermédiaire 

indispensable pour l’expansion ex vivo de cellules CD34+ en co-culture avec les cellules 

stromales (Cheng et al., 2007).      

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Panepucci%20RA%22%5BAuthor%5D
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       En plus des voies morphogènes, la voie de signalisation JAK/STAT est importante pour la 

régulation de l’hématopoïèse. En effet, des études ont montré que STAT3 et STAT5 sont des 

régulateurs positifs de l’auto-renouvellement des CSH (Chung et al., 2006). 

 

II.B.4.3.2-  L’axe Tie2/Ang-1 et Cdh2/integrinβ1/c-MYC   

         Les CSH et les ostéoblastes expriment le récepteur tyrosine kinase Tie-2 et son ligand, 

l’angiopoiétine-1, respectivement. Cette voie de signalisation favorise la quiescence des CSH 

(Arai et al., 2004).  

In vitro le signal Ang-1/Tie2 est nécessaire à la liaison des CSH aux ostéoblastes et permet le 

maintien de la primitivité ainsi que la survie des CSH par l’activation de l’intégrine β1. De plus, 

l’ajout d’Ang-1 au milieu de culture augmente l’expression de la N-Cadhérine qui est exprimée 

sur les deux types cellulaires et participe in vivo à l’adhésion des CSH dans la niche 

ostéoblastique (Zhang et al., 2003; Hosokawa et al., 2010). In vivo l’axe Ang-1/Tie2-N-Cadh/β-

integrin permet l’ancrage des CSH à la niche endostéale ce qui limite ainsi les divisions des CSH 

en préservant leurs capacités de greffe à long terme. D’autre part, l’Ang-1 (Angiopoiétine) a 

permis le maintien en culture de SRC humaines CD34 négatives (Nakamura et al., 2007).  

A l’inverse, la surexpression de c-Myc dans les CSH diminue l’expression des molécules 

d’adhésion N-Cadh et β-intégrine et induit une perte des capacités d’auto-renouvellement et un 

épuisement des CSH (Wilson et al., 2004).  

 

II.B.4.3.3-  Le signal TPO/Mpl dans les CSH  

        La TPO est exprimée par les cellules stromales médullaires notamment les ostéoblastes qui 

se trouvent à la surface de l’endoste et son récepteur Mpl est exprimé sur les CSH (Yoshihara et 

al., 2007). Dans la moelle osseuse, les LT-CSH qui expriment Mpl sont quiescentes et associées 

dans la niche aux ostéoblastes qui produisent la TPO (Arai et al., 2009). Le signal transmis dans 

les CSH par le couple TPO/Mpl augmente l’expression de l’intégrine β1 et de l’inhibiteur de 

CDK p57KIP2. De plus, l’utilisation d’un anticorps anti-Mpl, l’AMM2, provoque une diminution 

du nombre de CSH. L’espace ainsi libéré dans la niche permet la greffe de MO sans pré-

conditionnement des animaux (Arai et al., 2009). L’ensemble de ces résultats place le signal 

TPO/Mpl comme un élément crucial dans la régulation de la niche ostéoblastique. 
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II.B.4.3.4-  Les protéines BMP  

         Les CSH humaines primitives expriment les récepteurs de BMP type I, SMAD-1, -4 et -5 

(Bhatia et al., 1999) à travers lesquels ces cellules sont capables de répondre aux BMP 

notamment BMP-4. Des effets variables de BMP-4 sur la différenciation des cellules CD34+ dans 

les différentes lignées sanguines ont été rapportés. Dans une étude, BMP-4 augmenterait 

significativement le nombre de BFU-E mais pas de CFU-GM à partir des cellules CD34+ de SP 

cultivées sans sérum (Fuchs et al., 2002). Toutefois, d’autres équipes ont bien montré que BMP-4 

est non seulement impliqué dans la spécification hématopoïétique des CSE (Chadwick et 

al., 2003) mais il l’est également dans la régulation cellulaire du stroma des CSH embryonnaires 

définitives (Durand et al., 2007) ainsi que CSH adultes in vivo (Goldman et al., 2009). 

 

II.B.4.3.5-  Les facteurs de transcription 

      Un grand nombre de facteurs de transcription impliqués dans l’hématopoïèse a été mis en 

évidence. Certains de ces facteurs sont détaillés ci-dessous. 

 

Les GATA (GATA-binding protein) : il existe 3 membres de cette familles ayant un rôle dans 

l’hématopoïèse : GATA-1, GATA-2 et GATA-3 impliqués dans les différenciations érythroïdes 

et mégacaryocytaires, dans la fonction de CSH et dans la lymphopoïèse, respectivement (Ting et 

al., 1996). 

 

Les Hox (Homeobox) sont impliqués dans le maintien du pool de CSH notamment les protéines 

Hoxa9, Hoxb3, Hoxb4 (Magnusson et al., 2007a; Sauvageau et al., 1994; Antonchuk et al., 2002) 

et Hoxa10 (Magnusson et al., 2007b). En effet, la surexpression de HoxB4 (transduction) in vitro 

a induit une expansion massive de CSH en augmentant leur auto-renouvellement (Antonchuk et 

al., 2002). 

 

 PU.1 (Spi-1), facteur de transcription qui participe à la différenciation des cellules souches en 

progéniteurs (DeKoter and Singh, 2000). 

 

Le facteur Runx1 (Runt-related transcription factor 1) joue un rôle dans la maturation des 

plaquettes, la différenciation lymphoïde durant le développement embryonnaire (Wang et 
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al., 1996). Il a été démontré qu’il serait un régulateur négatif de la quiescence des CSH (Ichikawa 

et al., 2008).  

 

Ik (Ikaros) est un facteur exprimé dans les cellules hématopoïétiques primitives. Il est impliqué 

dans l’engagement des cellules lymphoïdes ce qui pourrait être lié à l’expression de certains 

récepteurs (Nichogiannopoulou et al., 1999). 

 

C/EBPα (CCAAT/Enhancer-Binding Protein α) est un facteur de transcription qui régit la 

myélopoïèse. Sa délétion chez la souris conduit à un blocage de la granulopoïèse avec une perte 

des CFU-G (Zhang et al., 1998). 

 

Bmi.1 appartient à la famille des Polycomb (inhibiteurs transcriptionnels impliqués dans la 

croissance cellulaire). Son absence entraîne une mort rapide de la souris suite à la cytopénie et les 

CSH bmi-1-/- perdent leur potentiel de greffe à long terme (Park et al., 2003).  
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III. Les Cellules Stromales Mésenchymateuses (CSM) 

 

          Ce sont des cellules souches tissulaires multipotentes ayant la morphologie de fibroblastes 

et générant les différents tissus conjonctifs du squelette (Pittenger et al., 1999). Elles pourraient 

aussi donner naissance, selon certains auteurs, aux CE, aux cellules musculaires sarcomériques 

(squelettiques, cardiaques (Orlic, 2003; Toma et al., 2002) et lisses vasculaires (Delorme et 

al., 2009)) voire à des cellules d’origine non mésodermique à savoir, les hépatocytes 

(endodermique) (Shu et al., 2004) et des cellules neurales (ectodermique) (Khoo et al., 2008). 

Des phénomènes de transdifférenciation et de fusion cellulaire sont proposés comme 

explications. Néanmoins, des incertitudes existent encore quant à la réalité d'une différenciation 

de CSM au-delà des tissus squelettiques et de son feuillet mésodermique d’origine.  

Possédant des caractéristiques immunomodulatrices (l’absence de leur rejet) (Noël et al., 2007), 

actuellement, les CSM représentent un outil considérable dans la médecine régénératrice et 

l’immuno-oncologie (Ex : traitement de GVHd (Graft Versus Host disease) (Le Blanc et 

al., 2004)). Elles sont utilisées au même titre qu’un médicament, ainsi, un seul donneur pourrait 

traiter plusieurs receveurs ayant différentes pathologies.   

Ces cellules ont été mises en évidence depuis les années 1960 avec les travaux d’A. Friedenstein 

(Friedenstein et al., 1976) qui a observé, chez le lapin, l’apparition de colonies de cellules 

adhérentes au plastique, allongées et d’apparence fibroblastique provenant de progéniteurs 

médullaires. Il a ensuite constaté que les cellules de ces colonies (appelées Colony Forming Unit 

- Fibroblasts (CFU-F)) sont capables de donner naissance à des tissus fibreux et de l’os. Le 

pouvoir d’auto-renouvellement et de différenciation (caractéristique des cellules souches) a été 

démontré par la suite dans différents travaux (Friedenstein et al., 1987). Il a fallu attendre les 

années 1990 pour que ces cellules prennent la dénomination de cellules souches 

mésenchymateuses et qu’elles puissent être caractérisées par Caplan (Caplan, 1991). Ainsi, il a 

été décrit que cette population non homogène est à l’origine notamment du stroma médullaire, de 

l’os, du cartilage, des tendons, des fibroblastes et des muscles. Pourtant, comme le nombre de 

cellules à caractère souche (produisant des CFU-F) est très faible au sein de la population 

sélectionnée ex vivo (environ 1 à 10 CFU-F pour 105 cellules (Sensébé et Bourin, 2005)) (sachant 

qu’elles représentent entre 0,001% et 0,01% des cellules mononucléées médullaires in vivo 

(Pittenger et al., 1999)), nous, comme d’autres, préférons appeler cet outil thérapeutique : cellules 
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stromales mésenchymateuses. Par la suite, cette capacité de différenciation vers ces différents 

tissus, issus du feuillet mésodermique, a été clairement établie avec notamment les travaux de 

Pittenger MF (Pittenger et al., 1999). 

 

III.A-  Sources et caractéristiques des CSM 

        Depuis l’identification des CSM pour la première fois, la source principale exploitable en 

clinique reste toujours la moelle osseuse (MO) bien que maintenant leur présence soit admise 

dans la plupart des tissus. Ces dernières années, les tissus adipeux (Wagner et al., 2005) sont 

apparus comme des sources intéressantes de CSM et constitueraient même une alternative 

potentielle à la moelle osseuse. En effet, ces tissus sont mieux accessibles techniquement et sont 

plus riches par rapport à la MO. D’autre part, les CSM de tissus adipeux (ASCs) (Adipose 

Stromal Cells) sont équivalentes aux CSM médullaires en termes de potentiel et de caractère 

immunmodulateur et de profil sécrétoire (Kilroy et al., 2007). Les CSM ont été également 

identifiées dans : l’os trabéculaire, le cordon ombilical, le placenta, la membrane et le liquide 

amniotiques, le foie fœtal, les tendons les muscles, le cartilage, des angioblastes médullaires et 

difficilement dans le sang périphérique et ombilical (Jones et al., 2010; Salingcarnboriboon et 

al., 2003; Robinson et al., 2011; Kogler et al, 2004).    

Les CSM sont dotées d’une propriété d’adhérence au plastique qui est souvent utilisée pour les 

isoler (Dominici et al., 2006) (Tableau 1). Cependant, certaines autres cellules présentent cette 

capacité d’adhérence ce qui justifie la répétition des passages pour exclure « la contamination ». 

Ceci justifie également le recours systématique au phénotypage de CSM avant l’utilisation. En 

effet, les CSM expriment plusieurs marqueurs qui, pris séparément, ne sont pourtant pas 

spécifiques tels le CD73, le CD90, le CD105, STRO-1 (Simmons and Torok-Storb, 1991) et au 

moins une vingtaine d’autres antigènes de surface. D’autre part, elles n’expriment pas les 

marqueurs hématopoïétiques (CD45, CD34, CD133, CD14) ni endothéliaux (CD31, CD36) ni 

HLA-DR (Pittenger et al, 1999). 

Selon l’ISCT (International Society for Cellular Therapy) le potentiel de différenciation 

multipotent in vitro dans des conditions standards vers les trois voies mésenchymateuses : 

ostéoblastes, chondroblastes et adipocytes, fait partie des caractéristiques des CSM. 
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Tableau 1: Résumé des critères d’identification des CSM. (D’après Dominici et al., 2006) 

 
 

Pourtant, les CSM restent une population cellulaire loin d’être homogène d’autant plus que le 

potentiel prolifératif et différenciateur (comportement in vivo après l’injection) est imprévisible. 

Il faut noter dans ce domaine, le débat concernant le choix de l’utilisation des CSM natives 

(fraichement isolées), ayant un potentiel prolifératif plus important mais qui sont en faibles 

quantités et difficiles à identifier, ou des CSM cultivées faciles à obtenir et en grandes quantités.    

Plusieurs études ont mis en évidence certains marqueurs corrélés avec une capacité proliférative 

importante (primitivité) des CSM. C’est le cas de : STRO-1, CD271 (Jones et al., 2010; Quirici et 

al., 2002), CD90, SSEA-4, ganglioside GD2, CD49a, CD146 et CD200 qui semblent parmi les 

marqueurs permettant d’identifier des CSM natives primitives (Delorme et al., 2008; Jones et al., 

2002; Sacchetti et al., 2007). C’est le cas également des récepteurs associés à l’interaction avec la 

matrice extra-cellulaire et entre cellules (Intégrines, ICAM 1 et 2 (InterCellular Adhesion 

Molecule-1), L-selectines) (Tableau 2). Cependant, à l’heure actuelle, l’obstacle majeur devant 

cette méthode de sélection est la quantité des CSM obtenues qui reste médiocre. 
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Tableau 2 : Marqueurs des CSM humaines natives de la moelle osseuse. (D'après 
Pontikoglou, 2011). 
 
Marqueur  Propriété - Fonction 

Stro-1  Antigène inconnu 

GD2  Ganglioside 

SSEA4  Stage-Specific Embryonic Antigen 

CD49a  Intégrine α1 

CD73 (SH3/SH4) Ecto-5-endonucléase 

CD90  Thy-1 

CD105 (SH2) Transforming Growth Factor-β Receptor III (TGF-βRIII) 

CD106  Vascular Cell Adhesion Molecule-1 (VCAM-1) 

CD133  Prominin (AG133) 

CD140b  Platelet-Derived Growth Factor Receptor-β (PDGF-Rβ) 

CD146  Melanoma-Cell Adhesion Molecule (Μel-CAM) 

CD166  Activated Lymphocyte Cell Adhesion Molecule (ALCAM) 

CD200  OX-2 

CD271  Neural Growth Factor Receptor (NGFR) 

 

III.B-  Les propriétés des CSM  

        Ces cellules possèdent de nombreuses caractéristiques qui leur sont propres et qui ont ouvert 

des champs d’application diversifiés dans tous les domaines de médecine régénératrice.   

-  Adhérence au plastique (TCPS (Tissue Culture Polystyrene Surface)) 

Les CSM sont classiquement isolées en se servant de leur adhérence sélective sur les surfaces en 

plastique où elles prennent une forme allongée d’apparence fibroblastique (Pittenger et al., 1999). 

Toutefois, bien que cette capacité ait été exploitée pour définir les CSM, elle n’est pas restreinte à 

ces cellules. En effet, certaines cellules d’origine hématopoïétique sont également adhérentes, 

telles que les progéniteurs pré-cellules B, les précurseurs monocytiques/granulocytiques, les 

macrophages, les CE, les lymphocytes et les cellules musculaires lisses (Deans and 

Moseley, 2000). C’est également le cas des cellules médullaires différenciées telles que les 

ostéoblastes, les adipocytes ou les CE. Cependant, ces cellules ne prolifèrent pas pendant la 
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culture de CSM dans un milieu nutritif standard contenant de 10% de sérum de veau fœtal, 

évitant ainsi leur « contamination ». 

 

Les avantages des CSM sont :  

-- la facilité d’isolement et d’expansion in vitro à travers plusieurs générations en conservant leur 

capacité à se différencier (Pereira et al., 1995), bien que cette expansion soit variable en fonction 

de l’âge du donneur, de sa condition physique et des techniques de prélèvement (Colter et al., 

2000) ; 

-- les faibles inquiétudes éthiques et légales (stabilité in vitro sans transformation oncogenèse). 

Dans ce sens, Tarte K et al ont démontré que les CSM cultivées à long terme pourraient présenter 

une aneuploïdie sans toutefois que cela ne conduise à une transformation néoplasique. Ils 

suggèrent que cette aneuploïdie est un signe de sénescence (Tarte et al., 2010) ;  

-- possibilité de cryopréservation à long terme, pouvoir prolifératif élevé (sous l’influence de 

mitogènes tels que le PDGF, le FGF-2 et l’IGF-1 (Colter et al., 2000) ; 

-- multipotentialité (génération de tissus squelettiques) ;  

-- plasticité (génération de tissus d’autres feuillets embryonnaires) ; 

-- propriétés immunomodulatrices par différents mécanismes notamment la sécrétion de TGF-β1 

et HGF (Hepatocyte Growth Factor) (Di Nicola et al., 2002) ;  

-- manipulation génétique facile (Deans and Moseley, 2000). 

D’autre part, concernant la capacité d’auto-renouvellement, les CSM sont capables de se diviser 

pendant plusieurs générations sans changement de morphologie ni perte de leur pouvoir de 

différenciation, la spécialisation étant modulable et contrôlable avec certains facteurs (Carlo-

Stella et al., 1993). 

Tous ces avantages ont conduit à accroitre le nombre d’essais cliniques portant sur les CSM. Cela 

est rendu possible notamment grâce à l’utilisation du lysat plaquettaire humain qui constitue une 

source très riche en facteurs de croissance lui permettant de se substituer au sérum animal contre- 

indiqué pour les applications chez l’Homme (Tarte et al., 2010).  

 

L’effet paracrine médié par les facteurs solubles (Gnecchi et al., 2005; Eaves, 1988) et le contact 

membranaire cellulaire direct, constituent les deux principaux mécanismes d’influence des CSM. 

Il existe néanmoins d’autres mécanismes qui ont été décrits comme étant impliqués dans l’action 
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des CSM : la fusion cellulaire, le transfert de mitochondries, la libération de microparticules et de 

microvésicules riches en microRNA et la sécrétion de médiateurs solubles protéiques ou gazeux 

(Spees et al., 2006). Toutefois, ces derniers mécanismes restent un sujet controversé.  
 

III.C-  Le rôle des CSM dans l’hématopoïèse in vivo et ex vivo  

       Le rôle de cellules stromales médullaires comme soutien de l’hématopoïèse en culture est 

bien connu depuis les travaux de Friedenstein et Dexter. Les caractérisations phénotypiques des 

CSM ont en effet révélé qu’elles expriment des molécules de surface dont les ligands sont 

présents sur les cellules des lignées hématopoïétiques, incluant ICAM-1 (CD54), ICAM-2, 

VCAM-1 (CD106), CD72, LFA-3 et ALCAM, et soulignant ainsi l’étroite interaction entre ces 

deux types cellulaires (Majumdar et al., 2003). 

Les CSM contribuent fortement in vivo et ex vivo à la création de l’environnement convenable 

pour le développement des cellules hématopoïétiques primitives à travers ses effets anti-

apoptotiques et stimulateurs de la prolifération (Majumdar et al., 2003; Mourcin et al., 2005).  

Il a été montré que les CSM expriment l’ARN messager pour la TPO impliquée dans la 

mégacaryopoïèse (Cheng et al., 2000a) et que les cellules CD34+ cultivées avec les CSM 

s’engagent dans la voie érythroïde jusqu’au stade terminal de cellules énucléées (Vlaski et 

al., 2009). Étant donné l’impact délétère de la chimiothérapie sur le micro-environnement 

médullaire, certaines équipes ont procédé à la co-injection des CSM avec des CSH autologues 

pour obtenir finalement un raccourcissement important de la durée d’aplasie post-greffe (Koç et 

al., 2000). Une étude française intéressante effectuée sur le babouin a décrit que les cellules 

CD34+ endommagées par l’irradiation peuvent greffer le babouin irradié létalement si elles ont 

été préalablement cocultivées et ensuite cogreffées avec des CSM (Drouet et al., 2005). Quelques 

années plus tard, Muguruma et al ont également constaté que l’administration de CSM contribue 

à la reconstitution du micro-environnement hématopoïétique indispensable pour développer 

l’hématopoïèse humaine au sein de la moelle murine (Muguruma et al., 2006). La même équipe 

s’est intéressée aux mécanismes par lesquels les CSM peuvent maintenir les CSH. En effet, elle a 

montré que les CSM se différenciaient pour donner des cellules CAR secrétant fortement le SDF-

1 et interagissaient avec les CSH primitives dans la région endostéale (Yahata et al., 2008). 

L’équipe de Wagner a comparé la capacité de soutien de l’hématopoïèse des CSM de différentes 

origines : (MO) moelle osseuse, (SP) sang placentaire et tissus adipeux (TA) (Wagner et al., 
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2007b). Il a trouvé que les CSM de MO et de SP ont une capacité meilleure à préserver la 

primitivité des cellules hématopoïétiques que celle de CSM de TA.  

Récemment, il a été décrit que les CSM agissent en synergie avec certaines cytokines, notamment 

la TPO et le SCF, pour stimuler la prolifération de CSH sans compromettre la capacité SRC de 

ces cellules (Walenda et al., 2011).    

 

III.C.1-  Mécanismes d'action de CSM dans l'hématopoïèse 

       Au départ, le stroma cellulaire en général a été considéré essentiellement pour son rôle 

trophique pour les cellules dépendantes du stroma qu’elles soient médullaires (Eaves, 1988; 

Majumdar et al., 2000) ou d’autres types cellulaires (ex : lignée MS-5 pour les cellules 

dendritiques), ceci étant le premier mécanisme proposé. Au fur et à mesure avec le 

développement des connaissances sur la complexité et la richesse de ce stroma et après 

l’identification des CSM, les modes d’action principaux sur l’hématopoïèse ont été révélés : effet 

paracrine médié par les facteurs solubles et contacts membranaires cellulaires directs.  

 

III.C.1.1- Sécrétion de cytokines par les CSM 

        Dans les années 80, dans un modèle de co-culture, l’équipe de Eaves a décrit la production 

de TGF-β, MIP-1α, G-CSF, GM-CSF, M-CSF, IL-6 et l’IL-1β par le stroma médullaire en 

indiquant que cette activité serait importante pour le rôle de soutien du stroma aux progéniteurs 

hématopoïétiques (Eaves, 1988). Toutefois, la population stromale ainsi que la population 

hématopoïétique étaient très hétérogènes dans ces travaux, il était donc difficile d’attribuer cet 

effet aux CSM.   

Après l’identification des CSM dans les années 90, leur profil sécrétoire assez riche a été décrit. 

En effet, les CSM synthétisent une vaste palette de cytokines (IL-6, IL-7, IL-8, IL-11, IL-12, IL-

14 et IL-15) et de facteurs de croissance (M-CSF, FL, SCF) impliqués dans l’auto-

renouvellement, la différenciation et la maturation des différentes populations de cellules 

hématopoïétiques (Kim et al., 2005). Elles peuvent également produire le facteur LIF (Majumdar 

et al., 1998; 2000), le HGF (Di Nicola et al., 2002), le TGF-β, la PG-E2 (prostaglandine), l’IDO 

(indole dioxygénase), le HLA-G, le VEGF, le GM-CSF, le FGF et le PDGF (Noël et al., 2007). 

Une autre étude a également montré la production de TPO ainsi que du ligand de Notch, Jagged-

1 (Yamaguchi et al., 2002b).  

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Kim%20DH%22%5BAuthor%5D
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En réponse à un traitement avec la cytokine inflammatoire IL-1α, les CSM augmentent le taux 

d’expression des cytokines IL-1α, IL1-β, IL-6, IL-8, IL-11, G-CSF, GM-CSF et LIF. A l’inverse, 

l’expression de l’IL-7, IL-12, IL-14, IL-15, M-CSF, FL et SCF ne semble pas être modifiée 

(Majumdar et al., 1998). Les CSM dérivées du sang de cordon ombilical ont le même profil 

cytokinique que les CSM de moelle osseuse (Jang et al., 2006). Toutefois, une équipe coréenne a 

trouvé que seules les CSM d’origine médullaire produisent le SDF-1 en comparaison avec celles 

originaires du placenta ou du cordon ombilical (Hwang et al., 2009). Ce large panel de facteurs 

multifonctionnels (anti-apoptotiques, facteurs de croissance immunomodulateurs, chimiokines, 

etc.) explique l’importance de l’effet paracrine des CSM. En effet, certaines études montrent que 

cet effet est aussi important que le contact cellulaire durant la co-culture de CSM et de cellules 

CD34+ (mobilisées) (Li et al., 2007). Les ASCs ont également montré une sécrétion importante 

de VEGF, TGF-β, HGF et de faibles quantités de GM-CSF et FGF-2 (Rehman et al.,  2004).    

 

Des cytokines secrétées par les CSM et ayant un effet hématopoïétique : 

III.C.1.1.1- VEGF-A (Vascular Endothelial Growth Factor A) 

        Facteur angiogénique secrété par les CSM (Potier et al., 2007) et sous la régulation de la 

voie STAT3 (Wang et al., 2007). Il a été montré par plusieurs travaux que le facteur HIF-1α 

(induit par les BC-O2 ou par transduction) régule positivement la production du VEGF-A par les 

cellules stromales (Okuyama et al., 2006; Rehn et al., 2011; Lee et al., 2009). La TPO, en 

stimulant le HIF-1α, favoriserait la synthèse de VEGF-A à travers lequel il exerce partiellement 

son effet sur l’hématopoïèse (Kirito et al., 2005). Lévesque et al ont prouvé un rôle de VEGF-A 

dans la mobilisation de CSH/PH en constatant un niveau médullaire élevé de VEGF-A ainsi que 

de HIF-1α (Lévesque et al., 2007).   

   

III.C.1.1.2- FGF-2 (ou bFGF basic Fibroblast Growth Factor) 

         Facteur angiogénique secrété par les CSM et augmenté par les BC-O2 (Lee et al., 2009). Le 

FGF-2 paraît être la cytokine majeure des CSM car dans toutes les conditions de culture il 

augmente considérablement la prolifération des CSM tout en maintenant voire augmentant leur 

multipotentialité (Bianchi et al., 2003). Le FGF-2 apparaît donc comme cytokine essentielle dans 
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la production de CSM à grande échelle, permettant l’obtention plus rapide de nombres élevés de 

CSM sans léser leur potentiel souche ni leurs propriétés biologiques (Auletta et al., 2011). 

Actuellement, ce facteur est systématiquement utilisé pour la culture de CSM à des doses faibles 

dont la plus fréquente est 1 ng/mL (Bourin et al., 2005).  

D’autre part, le FGF-2 posséderait des activités sur l’hématopoïèse. In vivo, il participe à rétablir 

la niche hématopoïétique lésée après l’irradiation à travers l’expansion des ostéoblastes- N-

cadhérine+, ce qui contribue à la réorganisation indirecte de l’hématopoïèse (Dominici et 

al., 2009). In vitro, il faisait partie des cocktails cytokiniques dans certains protocoles 

d’expansion de CSH. En effet, dans une culture de cellules médullaires à long terme, le FGF-2 à 

faible dose (0,2-2 ng/mL) augmenterait le nombre de progéniteurs myéloïdes (Wilson et 

al., 1991). Le FGF-2 possède également des propriétés stimulatrices de certaines étapes de 

l’hématopoïèse notamment sur les mégacaryocytes (indirectement à travers l’induction de la 

sécrétion de certains facteurs surtout l’IL-6) (Bruno et al., 1993).   

 

III.C.1.1.3- HGF (Hepatocyte Growth Factor) 

        Il a déjà été montré que les CSM sécrètent HGF (Weimar et al., 1998) et que celui-ci serait 

impliqué dans la fonction immunomodulatrice des CSM (Di Nicola et al., 2002; Noël et 

al., 2007). Le HGF a des propriétés anti-apoptotiques et pourrait stimuler l’hématopoïèse 

(Kuroiwa et al., 2001). En effet, l’injection intraveineuse de HGF chez la souris, en plus de son 

effet contre la GVHd aiguë, conduit à l’expansion des CSH développées dans les sites 

extramédullaires (hépatiques) (Kuroiwa et al., 2001). L’expansion de l’hématopoïèse peut être 

liée à la suppression de l’IFN-γ et le TNF-α (inhibiteurs de l’hématopoïèse) médiée par le HGF. 

Ceci suggère que la sécrétion de HGF peut être impliquée dans le mécanisme d’action des CSM 

sur l’expansion des CSH. La sécrétion de HGF par les CSM pourrait être un facteur important 

régulant l’adhésion, la survie et la prolifération des CSH/PH dans le micro-environnement 

médullaire (Weimar et al., 1998). Enfin, il a été montré que le HGF induit la différenciation des 

progéniteurs mégacaryocytes et qu’il coopérerait avec le SCF pour influencer la prolifération des 

CSH/PH (Sugiura et al., 2007).  

  

 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Dominici%20M%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Kuroiwa%20T%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Kuroiwa%20T%22%5BAuthor%5D
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III.C.1.1.4- IL-10  

        Le rôle de l’IL-10 est largement étudié et présenté comme immunosuppresseur à coté du 

TGF-β. Ainsi, cette cytokine est connue comme médiateur de l’action des lymphocytes T 

régulatrices qui peuvent être, à leur tour, parmi les médiateurs de l’effet imuno-modulateur de 

CSM. Il est donc bien établi que les CSM orientent les lymphocytes vers la production d’IL-10, 

en revanche, elles ne syntétisent d’IL-10 qu’après la stimulation par certains facteurs. En effet, il 

a été prouvé que la toxine anthrax influence négativement l’hématopoïèse in vitro en parti via la 

stimulation de sécrétion de l’IL-10 et de CCL3 à partir des cellules stromales (Liu et al., 2009b;  

Rameshwar et al., 2012). 

 

III.C.1.1.5- IL-6  

              Produite principalement par des cellules immunitaires activées, il est bien établi 

actuellement que les CSM participent à la production d’IL-6 (Van Snick, 1990; Kim et al., 2005). 

L’IL-6 s’est montrée primordiale comme intermédiaire de la fonction de support hématopoïétique 

joué par les cellules stromales médullaires (Rodríguez et al., 2004). Ceci a été ensuite confirmé 

avec le travail de Li N et al qui ont co-cultivé les cellules CD34+ avec des CSM ex vivo et ont 

finalement montré que l’IL-6 était le médiateur principal dans l’effet des CSM (Li et al., 2007). 

Ils ont également constaté que cet effet est aussi important que le contact cellulaire. 

En réalité, le signal de la glycoprotéine 130 activée par le complexe de l'IL-6 et son récepteur 

soluble sIL-6R agit plus efficacement en combinaison avec le signal c-Kit ou Flk2/Flt3 et en 

synergie avec l’IL-3, le SCF et la TPO pour optimiser l'expansion des CSH humaines (Nakahata, 

2001; Bordeaux-Rego et al., 2009). 

Dans des expériences réalisées au début des années 90 sur un modèle de culture de moelle murine 

à long terme (culture de Dexter), la neutralisation de l’IL-6 a entraîné une diminution de la 

production des cellules myéloïdes matures et des cellules progénitrices capables de former des 

colonies dans les cultures à long terme (Hauser et al., 1997). 

 

III.C.1.1.6- SDF-1 

        Les CSM sont capables de secréter le SDF-1 (Guiducci et al., 2011; Hwang et al.,2009). La 

contribution de SDF-1 à l’interaction entre les CSM et les cellules hématopoïétiques primitives a 

été établie in vitro. En réalité, au cours d’une co-culture avec des CSM, l’axe SDF-1/CXCR-4 a 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Guiducci%20S%22%5BAuthor%5D
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amélioré l’expansion des cellules CD34+ de sang placentaire via la stimulation de la sécrétion de 

l’IL-6, l’IL-11, le GM-CSF et la protéine-1 chimioattractant des monocytes (MCP-1) (Van 

Overstraeten-Schlögel et al., 2006). Dans un autre travail, des cellules stromales humaines ont pu 

générer du SDF-1α suite à l’induction par la toxine anthrax (Rameshwar et al., 2012). Dans ce 

travail, le SDF n’avait pas été détecté sans stimulation. (Le rôle de SDF-1 est détaillé dans le 

paragraphe II.B.4.1- P. 55). 

 

III.C.1.1.7- IL-8   

         Plusieurs études ont montré que les CSM produisent de l’IL-8 qui pourrait être l’un des 

médiateurs de leur rôle de soutien de l’hématopoïèse (Kim et al., 2005). Par ailleurs, les CSM du 

cordon ombilical ont présenté une capacité à sécréter des quantités abondantes d’IL-8 (Liu and 

Hwang, 2005). (Le rôle d’IL-8 est détaillé dans le paragraphe II.B.4.1- P. 57).     

 

III.C.1.1.8- TGF-β 

        Comme nous l’avons évoqué précédemment, il s’agit d’un facteur inhibiteur de l'entrée en 

cycle cellulaire des CSH (Glimm et al., 2002). Il a été montré que l’induction de l’expansion des 

cellules CD34+ par SDF-1 requiert l’utilisation d’un inhibiteur de TGF-β afin de permettre aux 

cellules primitives de sortir de quiescence (Lataillade et al., 2000). Le TGF-β exerce un effet 

inhibiteur sur les progéniteurs érythroïdes de type BFU-E mais n'a pas d'action à un stade de 

différenciation plus avancé sur les éléments de cette lignée. Il inhibe également la 

mégacaryopoïèse. (Le rôle de l’IL-6 sera détaillé dans le paragraphe II.B.3.2.1- P. 55). 

 

III.C.1.2- Interaction directe CSM/CSH (contact cellulaire)  

         Les cellules stromales et notamment les CSM synthétisent et assemblent de nombreuses 

molécules de MEC : fibronectines, laminines, collagènes, tenascines, glycosaminoglycanes. Les 

molécules de MEC forment ainsi une architecture permettant l'ancrage des CSH et servent de 

réservoir à un grand nombre de cytokines hématopoïétiques. Il existe ainsi de nombreuses 

interactions entre molécules d'adhésion et cytokines, reflétant un contrôle complexe de 

l'hématopoïèse par le stroma et notamment les CSM. Ces interactions permettraient le maintien 

des CSH dans la moelle osseuse, mais également la transmission de signaux modulant la survie, 

la prolifération et la différenciation cellulaire. 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Kim%20DH%22%5BAuthor%5D
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Les expériences réalisées sur l’expansion ex vivo des greffons hématopoïétiques ont souvent 

montré que la stimulation avec les facteurs de croissance hématopoïétiques aboutit à la perte des 

cellules primitives. En revanche, la co-culture avec des CSM permet souvent d’abolir cette perte 

et de préserver la capacité de greffe (Breems et al., 1998; da Silva et al., 2010). En utilisant les 

cellules CD133+ du sang périphérique mobilisé dans la co-culture, il a été montré que les cellules 

adhérentes aux CSM possèdent un caractère plus primitif, ainsi qu’un potentiel clonogénique et 

une capacité de repeuplement plus importants. Ces cellules hématopoïétiques adhérentes 

possèdent également une capacité migratoire plus importante en comparaison avec les non- 

adhérentes, ce qui souligne l’importance du contact cellulaire direct (Alakel et al., 2009; Freund 

et al., 2006). Cette équipe (Jing et al., 2010) a ensuite montré que le stroma représente une 

véritable niche pour réguler l’hématopoïèse ex vivo. En effet, les cellules adhérentes aux CSM 

ont un profil plus primitif par rapport aux cellules en suspension, ce qui suggère un mécanisme de 

production des cellules sanguines comparable à celui in vivo.   

 L’équipe de Wagner a montré l’implication de la fibronectine-1, Cadérine-11, VCAM-1, 

Connexine- 43, intégrine β-1 et le TGF-β dans l’adhésion CSM/CSH in vitro (Wagner et al., 

2007a). Elle a ensuite trouvé un rôle primordial de la molécule d’adhésion CD44 dans cette 

interaction (Wagner et al., 2008; Walenda et al., 2010). 

L’équipe de Paul Frenette a prouvé le rôle essentiel des CSM dans le maintien de CSH in vivo et 

in vitro. En effet, elle a trouvé que l’ablation des souris transgéniques en CSM nestine+ réduit  de 

50% la quantité de CSH/PH. L’ablation de CSM chez le receveur diminue de 90% le homing des 

CSH dans la niche (Méndez-Ferrer et al., 2010). Elle a prouvé finalement que 60% des CSM sont 

colocalisées avec les CSH dans la niche (Méndez-Ferrer et al., 2010). 

La molécule N-cadhérine exprimée par les CSH serait impliquée dans le contact CSH/CSM qui 

assure la primitivité des CSH. In vitro, le blocage de cette molécule conduit à la perte de l’activité 

LTC-IC lors de la co-culture CSH/CSM (Wein et al., 2010). In vivo, Hosokawa et al. ont 

également démontré le rôle primordial de la N-cadhérine pour rétablir l’hématopoïèse dans la 

niche médullaire après la transplantation (Hosokawa et al., 2010).  

 

Enfin, une autre étude a révélé que les molécules CD133, CXCR-4 ainsi que ICAM-1 sont 

concentrées dans la région membranaire responsable du contact (les prolongations membranaires) 

(Freund et al., 2006), suggérant ainsi un rôle de ces différentes molécules dans ce contact.  

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Wein%20F%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Hosokawa%20K%22%5BAuthor%5D
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III.C.1.2.1- Rôle de l’adhésion médiée par VCAM-1/VLA-4  

        La VCAM-1 est exprimée de façon constitutive par les cellules stromales médullaires et 

pourrait médier l’interaction entre celles-ci et les CSH (Simmons et al., 1992; Wagner et al., 

2007a). Dans le modèle de culture de Dexter, il a été montré que la neutralisation de VCAM-1 ou 

de VLA-4 inhibe le développement tant des progéniteurs myéloïdes que lymphoïdes (Miyake and 

Weissman, 1991). Dans la co-culture ex vivo de CSM et CSH, VCAM-1 peut médier le contact 

direct (Wagner et al., 2007a). En réalité, la rétention des CSH in vivo dans le micro-

environnement médullaire fait intervenir le couple VCAM-1/VLA-4 et la neutralisation de 

VCAM-1 chez la souris receveuse diminue l’implantation médullaire des CSH lors d’expériences 

de transplantation (Papayannopoulou et al., 1995). De façon très importante, cette même équipe a 

constaté que, chez l’Homme, le traitement avec l’anti-VLA-4, Natalizumab, entraîne une 

élévation des taux de CSH/PH dans le sang périphérique (Bonig et al,. 2008).  

Ces phénomènes ont ensuite été observés dans d’autres modèles de xénogreffes à partir de CSH 

humaines (Peled et al., 2000).  

   

III.C.1.2.2- Rôle des voies morphogènes (détails dans le paragraphe II.B.4.3.1- P. 59)   

        Les molécules impliquées dans la voie de signalisation Notch sont exprimées par les 

progéniteurs hématopoïétiques CD34+ (Milner et al., 1994) et par les CSM, notamment Jagged1 

et Notch1 (Fernández-Sánchez et al., 2011). 

Quant à  la voie Hedgehog, les cellules hématopoïétiques et les CSM expriment les gènes IHH, 

SHH, PTCH, SMO et GLI ce qui suggère que ces cellules sont capables de transduire le signal 

HH (Bhardwaj et al, 2001; Kobune et al., 2004). L’effet de support des CSM sur le potentiel de 

greffe de cellules CD34+ placentaires a été amplifié en surexprimant l’IHH, ce qui montre 

l’intérêt de cette voie (Kobune et al., 2004).  

 Concernant, la voie Wnt, les CSM expriment plusieurs molécules de cette famille notamment 

Wnt et β-caténine (Etheridge et al., 2004). Dans l’activité de support des CSM sur 

l’hématopoïèse, le Wnt3 semble jouer un rôle très important (Chiba et al., 2004; Luis et al., 

2009).  
 
 
 
 
 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Fern%C3%A1ndez-S%C3%A1nchez%20V%22%5BAuthor%5D


77 
 

IV. Influence des Basses Concentrations d’O2 (BC-O2) sur les Cellules Souches  

 

IV.A- Introduction  

          L’oxygène est indispensable pour la survie des organismes utilisant la respiration aérobie. 

Cette respiration qui est apparue il y a environ 500 millions d’années a permis l'accumulation de 

l'énergie sous forme de «phosphates à haute énergie '' conduisant ainsi à l'évolution de la vie avec 

le développement des organismes ayant des structures et fonctions complexes, comme les 

vertébrés. Chez les eucaryotes, l’oxygène est métabolisé au niveau de la membrane intérieure des 

mitochondries où il participe à l’oxydation du glucose pour assurer la synthèse d’ATP. Bien 

qu’indispensable, le métabolisme d’oxygène doit être régulé de façon cruciale. En effet, le 

fonctionnement de la chaîne respiratoire peut conduire à la production excessive de radicaux 

libres oxygénés (stress oxydatif) capables d’oxyder les protéines, l’ADN et les membranes des 

cellules, mettant ainsi en jeu la survie cellulaire. Les organismes eucaryotes ont donc mis en 

place des systèmes adaptatifs leur permettant de maintenir l’homéostasie de leur niveau 

d’oxygène. Une augmentation ainsi qu’une diminution du taux d’oxygène dans l’environnement 

cellulaire appelées respectivement, hyperoxie et hypoxie, pourraient causer la perturbation de 

cette homéostasie.  

 

IV.B- Hypoxie/Normoxie in situ 

         A la base, la relation entre « l’hypoxie » et l’hématopoïèse a été connue et marqué par 

l’observation du phénomène de polyglobulie secondaire. Il s’agit d’une hyper-activation de 

l’érythropoïèse secondaire en réponse à une stimulation excessive de l’EPO qui  résulte le plus 

souvent d’une hypoxie tissulaire provoquée par certaines pathologies ou dans des circonstances 

naturelles comme la vie à haute altitude (l'hypoxie hypobare). Afin d’explorer ce phénomène, des 

modèles murins exposés à un environnement hypoxique simulant la situation en haute altitude ont 

démontré l’influence de l’hypoxie sur l’érythropoïèse (Murphy and Lord, 1973).  

Toutefois, le terme d’hypoxie (par rapport aux concentrations atmosphériques (20-21% O2 (160 

mm Hg)) considérées comme « la normoxie ») a été ensuite utilisé de façon inappropriée pour 

désigner les BC-O2 utilisées en culture cellulaire. En effet, considéré comme « normoxie » et 

suffisant pour la croissance cellulaire (Shooter and Gey, 1952), l’oxygène de l’air ambiant a été le 

milieu référent dès le début de l’aire de la culture cellulaire et ceci, sans tenir compte de la 
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particularité métabolique de type cellule cultivé. Pourtant dès 1958, Cooper ainsi que Zwartouw 

et Westwood ont décrit que certaines cellules prolifèrent plus rapidement à des tensions 

d'oxygène inferieures à celles retrouvées dans l'atmosphère (Cooper et al., 1958 ; Zwartouw and 

Westwood, 1958).  

En tout état de cause, cette binaire hypoxie versus normoxie a été le sujet d’un vaste débat depuis 

deux décennies. L’hypoxie est définie comme une situation anormale par rapport à la normoxie. 

Cependant, ce qui est souvent appelé « hypoxie » correspond en réalité à une concentration 

physiologique en O2 pour un tissu ou une cellule et correspond donc à une situation normale, 

rendant le terme « hypoxie » inapproprié. Toutefois, les concentrations d’O2 étant différentes 

d’un tissu à un autre, il a été proposé le terme de normoxie in situ désignant le taux physiologique 

d’O2 pour chaque type cellulaire (Guitart et al., 2010; Ivanovic, 2009b).      

 Pour éviter toute confusion, cette notion ne prend pas en compte les situations pathologiques 

(aiguës ou chroniques) comme c’est le cas au cours des syndromes ischémiques (pathologies 

vasculaires, infarctus, etc.) qui peuvent être définis comme « dysoxie ».          

 

IV.C- Les concentrations d’O2 dans l’organisme humain  

         A la fin des années 1960, des mesures directes dans les embryons ont révélé de très basses 

tensions d'oxygène tissulaire (Mitchell and Yochim, 1968). 

Certains auteurs estiment que la tension moyenne en oxygène dans les tissus sains se situe à 

environ 7% (Jiang et al., 1996b). Simon et Keith ont récemment décrit les concentrations en 

oxygène comprises entre 2% et 9% comme étant la normoxie physiologiques (Simon and Keith, 

2008). Cependant, il demeure particulièrement difficile dans ce domaine, de donner des 

précisions et généraliser pour tous les tissus de l’organisme.  

En réalité, dans l’organisme humain, les concentrations d’O2 varient considérablement selon les 

tissus, voire au sein du même tissu. Ainsi, les concentrations d’O2 de l'air ambiant inspiré (20-

21% O2) et celles des tissus sont très différentes. La concentration d’O2 de l’air qui pénètre dans 

les poumons diminue progressivement au fur et à mesure de l’avancement dans les différents 

tissus de l’organisme pour arriver à presque zéro dans certaines régions. Ces concentrations d’O2 

locales dépendent du statut métabolique de chaque type cellulaire auquel ces cellules doivent 

physiologiquement être adaptées dans le corps. Ainsi, dans le parenchyme pulmonaire et en 

circulation (McKinley and Butler, 1999; Johnson et al., 2005; Wild et al., 2005), ainsi que dans 
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les organes parenchymateux bien irrigués comme le foie, les reins, le cœur (Jungermann and 

Kietzmann,1997; Roy et al., 2003; Mik et al., 2004 ), les concentrations d’O2 sont comprises 

entre 14% et 4%. En d'autres tissus, relativement moins irriguées, ces concentrations sont encore 

plus faibles: dans le cerveau, elles varient de 0,5% à 7% (Erecinska and Silver, 2001; Hemphill et 

al., 2005), dans l'oeil (rétine, corps vitré) elles sont de 1 à 5% (Yu and Cringle, 2005). Dans la 

moelle osseuse, siège de l’hématopoïèse, le niveau d’O2 se situe entre 0,1% prés de l’endoste et 

augmente à 4-5% près des sinus vasculaires (Tondevold et al, 1979; Chow et al., 2001) (Figure 8) 

. 

 
 
Figure 8 : Concentration en oxygène dans les principaux organes du corps humain.  
(D’après Hermitte, 2005 et Rouault, 2010) 
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IV.D- Rôle de l’oxygène dans les cellules souches  

        Afin de détailler ce rôle des faibles oxygénations sur les cellules souches quelle que soit leur 

origine, nous allons dans un premier temps nous arrêter sur le facteur principal à travers lequel 

s’exprime majoritairement cet effet, le Hypoxia Inducible Factor (HIF).  

 

IV.D.1- Les Facteurs de transcription HIF  

         HIF permet la régulation de la réponse et l’adaptation aux BC-O2. C’est un complexe 

protéique qui accroît l’expression de gènes spécifiques en présence de faibles concentrations 

d’oxygène (Wang and Semenza, 1993). Le HIF a été identifié lors d’études de la régulation du 

gène codant l’érythropoïétine (EPO). Il a également un rôle décisif dans la sécrétion de VEGF 

qui est impliqué dans l’angiogenèse et la croissance tumorale. Il faut noter que 89% des gènes 

dont l’expression est augmentée lors de la culture à BC-O2 sont dépendants du facteur de 

transcription HIF-1 (Greijer et al., 2005) ; outre l’angiogenèse, ces gènes sont impliqués dans 

divers processus cellulaires tels que le métabolisme du glucose, la survie, la prolifération 

cellulaire et l’apoptose.  

Le HIF a été isolé pour la première fois en 1993 et ses composantes protéiques ont été identifiées 

en 1995 (Wang et al., 1995). Il est activé de manière exponentielle à mesure que diminue la 

pression en oxygène dans des cultures cellulaires (Jiang et al., 1996b). Il active la transcription en 

se liant aux éléments de réponse de l’ADN présentant la séquence nucléotidique consensus 5′-

BRCGTGV-3′. A l’heure actuelle, trois facteurs de la famille HIF ont été découverts : HIF-1, 

HIF-2 et HIF-3. Chacun de ces facteurs est formé de deux protéines (appartenant à la famille 

bHLH-PAS (basic Helix-Loop-Helix ; Per-ARNT-Sim)) : une sous-unité alpha sensible aux 

variations d’oxygène (sauf HIF-3α) et une sous-unité beta insensible aux variations d’oxygène 

également appelée ARNT (Aryl Hydrocarbon Receptor Nuclear Translocator) et retrouvée 

constitutivement dans le noyau des cellules.  

Le HIF-1 est le complexe le plus actif de ce système car il est exprimé dans tous les tissus et est 

le plus étudié. Il appartient à la famille des protéines bHLH-PAS, senseurs environnementaux qui 

lient des séquences HRE (Hypoxia Response Element 5’ - TACGTGC- 3’) situées dans les 

promoteurs ou dans les séquences enhancer des gènes cibles. HIF-1 est un hétérodimère composé 

de deux sous-unités HIF-1α et HIF-1β (ou ARNT). En réalité, il a été montré que HIF1-α se 

stabilise avec la décroissance de concentration d’O2 à partir de 5% (Jiang et al., 1996b), 
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suggérant ainsi que l’effet significatif des faibles teneurs en O2 se manifeste en descendant en-

dessous du seuil de 5% d’O2.   

 

IV.D.1.1- Les sous unités α             

IV.D.1.1.1- HIF-1α  

         La protéine HIF-1α a été décrite comme ayant une très courte demi-vie. Elle est dégradée 

en moins de 5 minutes suite à la réoxygénation ce qui rend difficile l’expérimentation dans ce 

domaine. En 1997, une étude a démontré que l’accumulation de cette protéine n’était pas due à 

une induction de sa traduction mais plutôt à une inhibition de sa dégradation par le protéasome en 

condition de faible oxygénation (Salceda and Caro, 1997).  

Chez l’Homme comme chez la souris, la transcription du gène hif-1α est forte et ubiquitaire dans 

tous les organes (Wenger et al., 1996).  

La protéine HIF-1α est accumulée en conditions de BC-O2 et n’est pratiquement pas détectable 

en condition d’oxygénation atmosphérique (20% O2). En effet, à 20% d’O2, l’hydroxylation des 

prolines 402 et 564 contenues dans le domaine de dégradation dépendant de l’oxygène de HIF-1α 

(oxygen dependent degradation (ODD)) est médiée par les protéines PHD (Prolyl Hydroxylase 

Domain proteins (PHD1-3)). Ces hydroxylations conduisent au recrutement de la protéine pVHL 

(Von Hippel–Lindau protein). Cette dernière appartient au complexe E3 ubiquitine ligase qui va 

initier l’ubiquitinylation de la protéine HIF-1α et, de ce fait, l’adresser au protéasome 26S en vue 

de sa dégradation. En hypoxie, le manque d’oxygène rend l’hydroxylation de la protéine HIF-1α 

impossible, ce qui permet son accumulation rapide dans la cellule.  

La protéine HIF-1α contient dans sa partie amino-terminale un domaine bHLH et deux domaines 

PAS, appelés PAS-A (latéral) et PAS-B (médial). Le domaine bHLH intervient dans la fixation 

de la sous-unité HIF-1α à l’ADN, ainsi que pour sa dimérisation avec HIF-1β, avec le concours 

des domaines PAS, pour former le facteur de transcription HIF-1 (Jiang et al., 1996a). 

La protéine HIF-1α contient d’autres domaines importants à sa fonction de régulateur de la 

transcription au cours de la réponse à la faible oxygénation ; ce sont deux domaines de 

transactivation situés dans la partie carboxy-terminale et appelés N-TAD (N-Terminal 

Transactivation Domain) et C-TAD (C- Terminal Transactivation Domain) (pour le médial et le 

latéral respectivement). Ces deux domaines fonctionnent de manière synergique, puisqu’un 

variant d’épissage privé du domaine C-TAD a été décrit comme étant capable de dimériser avec 
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HIF-1β, de lier les séquences HRE et de transactiver les gènes cibles mais avec des efficacités 

inférieures à celles mesurées avec l’isoforme pleine taille (Gothie et al., 2000). 

Il existe entre ces deux domaines, un domaine inhibiteur de la transcription dont la délétion 

progressive dans des protéines de fusion s’accompagne d’une augmentation proportionnelle de 

l’activité transcriptionnelle testée en normoxie (Pugh et al., 1997; Jiang et al., 1996a). 

Le facteur HIF-1α contient deux séquences de localisation nucléaires NLS (Nuclear Localization 

Signal). La première est située dans le domaine bHLH et réprimée par le domaine PAS-B, ce qui 

conduit à une rétention cytoplasmique de la protéine HIF-1α. La seconde séquence assure la 

nucléarisation de HIF-1α sous faible taux d’O2 (Kallio et al., 1998). 

 

IV.D.1.1.2- HIF-2α et HIF-3α  

       Les deux autres facteurs de transcription appartenant à la famille HIF sont HIF-2α et HIF-3α.   

Comme pour HIF-1α, le gène hif-2α /epas1 est transcrit de manière constitutive alors que la 

protéine HIF-2α est accumulée en condition de faible oxygénation. Cependant, contrairement à 

HIF-1α, HIF-2 α n’est pas exprimée de façon ubiquitaire.  

De façon similaire à HIF-1α, HIF-2α contient un domaine bHLH suivi de deux domaines PAS et 

un domaine ODD ainsi que deux domaines de transactivation N-TAD et C-TAD avec une 

homologie très importante.  

Il existe de plus plusieurs gènes communs régulés par HIF-1 et HIF-2 et très récemment, un rôle 

capital a été attribué à HIF-2α dans le maintien de la fonction souche (SRC) des CSH autant voire 

plus que HIF-1α.   

Quant à HIF-3α, sa transcription est également régulée par l’oxygène, toutefois sa fonction reste à 

élucider (Makino et al., 2007). 

 

IV.D.1.2- Les sous unités β             

IV.D.1.2.1- HIF-1β                           

         Comme cité précédemment, l’expression de la sous-unité HIF-1β est constitutive tant au 

niveau de son messager qu’au niveau de la protéine (Reyes et al., 1992). 

Comme HIF-1α, la protéine HIF-1β contient un domaine bHLH dans sa partie amino-terminale et 

deux domaines PAS, A et B. Elle contient également un domaine TAD dans sa partie carboxy-

terminale sans pour autant intervenir dans la transactivation en réponse à la BC-O2. 
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IV.D.1.2.3- Il existe également HIF-2β et HIF-3β (ARNT 2, 3) qui sont exprimées d’une 

manière restreinte indépendamment de l’oxygene (Takahata et al., 1998).               

 

IV.D.1.3- Les cibles de HIF  

         Le facteur de transcription HIF-1 permet aux cellules de s’adapter aux BC-O2 par la mise en 

place d’une réponse adaptée permettant le maintien d’un environnement propice à la survie 

cellulaire. Actuellement, il existe une centaine de gènes cibles, contenant des sites fonctionnels 

HRE, dont l’expression est régulée par HIF-1. Ces gènes codent pour de nombreuses protéines 

impliquées dans certaines voies métaboliques comme par exemple : 

- La glycolyse qui permet aux cellules de basculer vers le métabolisme anaérobie afin 

d’assurer les besoins énergétiques lorsque les apports en oxygène sont réduits.  

- L’angiogenèse, notamment via la stimulation du VEGF.  

- La survie, la prolifération et l’apoptose (Semenza, 2003).  

 
 
IV.D.2- Les cellules souches et les basses concentrations d’O2 - Introduction  

 

         Avant de décrire la relation entre les BC-O2 et les cellules souches, il est très important de 

décrire les niveaux d’oxygénation dans « la terre- mère » des cellules souches, c'est-à-dire la 

Niche de cellules souches.    

En réalité, les mesures des concentrations d'O2 tissulaire ont montré que les régions abritant les 

cellules souches possèdent des niveaux d’O2 bas. Ceci a soulevé la question de savoir si un tel 

environnement était nécessaire pour le maintien et la préservation des cellules souches dans leurs 

niches (Cipolleschi et al, 1993; Erecinska and Silver, 2001) (Figure 9).  

Il existe plusieurs données indiquant un avantage sélectif adapté au rôle biologique particulier de 

ces concentrations physiologiques d’O2. En effet, ces oxygénations seraient protectrices envers 

les cellules souches du stress oxydatif qui est nuisible pour l’ADN cellulaire.   

Aujourd’hui, après qu’un certain nombre d’expériences aient été effectuées à différentes 

concentrations d’O2, l’effet positif des BC-O2 sur le maintien et la préservation des cellules 

souches embryonnaires, cancéreuses, neurales, mésenchymateuses ainsi que hématopoïétiques 

(Mohyeldin et al., 2010) a clairement été établi, notamment, du fait de l’identification du facteur 

principal impliqué dans cet effet, l’HIF. 
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La possibilité d'isoler et de cultiver des cellules souches in vitro a considérablement fait 

progresser notre compréhension du rôle crucial de la niche dans certains systèmes de culture de 

cellules souches. Comme toutes les autres lignées cellulaires, les cellules souches ont été 

généralement cultivées à la concentration d’O2 atmosphérique sans tenir compte du statut du 

micro-environnement naturel et du milieu métabolique de ces cellules. Ceci a pour conséquence 

la presque totalité des connaissances actuelles relatives à l'action des cytokines et des facteurs de 

croissance sur les cellules et sur la réponse cellulaire (Metcalf, 2008) est basé sur des expériences 

réalisées à 20-21% d'O2, ce qui représente en réalité des conditions très hyperoxiques (Scadden, 

2006). 

Toutefois, depuis une quinzaine d’années, différentes équipes ont expérimenté in vitro les effets 

de différentes concentrations d’O2 sur des cultures cellulaires et ont montré que les faibles 

concentrations ont un impact majeur sur la biologie des CSE et CS adultes (Eliasson and Jonsson, 

2010; Silvan et al., 2009). 

 

 

Figure 9 : Les niches de certaines cellules souches avec leurs concentrations physiologiques 
d’O2. (D’après Mohyeldin et al., 2010)    
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IV.D.3- Cellules souches embryonnaires (CSE) et Oxygène 

        L'embryogenèse est fortement influencée par les gradients d'oxygène. La preuve directe de 

cette constatation a été faite suite à la mesure des tensions d'oxygène au sein de l'endomètre et 

des tissus trophoblastiques en début de la grossesse (Mitchell and Yochim, 1968; Brahimi-Horn 

and Pouyssegur, 2007). Il a été montré que le développement précoce des mammifères se produit 

dans un environnement relativement pauvre en oxygène. Cette idée a été renforcée à l’issue de la 

découverte du facteur HIF. En effet, la déficience (knockout) homozygote en sous-unités de HIF-

1, HIF-2 et HIF-β s’est montrée létale pour l’embryon, identifiant ainsi un rôle essentiel pour 

la voie HIF au cours du développement (Iyer et al., 1998; Ryan et al., 1998). 

 

Des données concernant la culture de CSE humaines ont démontré qu’aux BC-O2, leur 

différenciation est considérablement réduite alors qu’elles se différencient spontanément à 21% 

d'oxygène, même en présence d’une couche nourricière (Ezashi et al., 2005). Un effet favorisant 

l’auto-renouvellement et la pluripotence ainsi que la formation de corps embryonnaires a 

également été rapporté durant la culture aux BC-O2 (Ezashi et al., 2005). Ezashi a montré que les 

taux d’oxygène de 3 et 5%, tout en  maintenant la pluripotence des CSE, ne compromettent pas 

leur prolifération alors qu’une concentration plus faible (1%) conduit à une diminution de la 

prolifération, ce qui suggère l’importance des gradients de tensions d'oxygène pour la régulation 

de la prolifération et de la quiescence des cellules souches (Ezashi et al., 2005).  

En réalité, l’effet positif des BC-O2 sur les CSE peut également être indirect. En effet, Ji et al ont 

trouvé que les cellules stromales de foie fœtal humain exprimant le facteur HIF-1 permettant de 

préserver l’auto-renouvellement et la pluripotence des CSEh en co-culture (Ji et al., 2009). La 

sécrétion de facteurs solubles, en particulier SDF-1 et FGF-2, ainsi que le contact cellulaire sont 

les principaux mécanismes décrits. Ces observations soutiennent l'hypothèse que les faibles 

tensions en oxygène jouent un rôle crucial dans la culture de CSE directement ou via son micro-

environnement. 

 

IV.D.4- Cellules souches pluripotentes induites (iPSC) et Oxygène 

         Récemment, dans la recherche de nouvelles thérapies cellulaires autologues et afin d’éviter 

la question éthique de l’expérimentation sur l’embryon humain, la génération de iPSC (induced 

Pluripotent Stem Cells) à partir de cellules différenciées a été réalisée par la transfection de 
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quatre facteurs de transcription (Oct3/4, Sox2, Klf-4 et c-Myc) (Takahashi et al., 2007; Yu et al., 

2007). Comme  l'embryogenèse précoce se déroule dans un environnement pauvre en oxygène, il 

a été proposé que l'efficacité de la reprogrammation serait plus importante aux BC-O2 (Yoshida 

et al., 2009). Pour tester cette hypothèse, Yoshida et al. ont introduit les facteurs évoqués ci-

dessus dans des fibroblastes embryonnaires murins et des cellules somatiques humaines à 21%, 

5% et 1% d’O2. Ils ont ainsi pu montrer que la reprogrammation et la génération d’iPSCs est plus 

efficace et plus rapide à 5% d’O2 en comparaison à 21% et 1% d’O2. De plus, les auteurs ont 

également été en mesure de générer des iPSCs avec seulement deux des facteurs de transcription 

(Oct3/4 et KLF-4) lorsque la programmation a été faite aux BC-O2 (Yoshida et al., 2009). 

 
IV.D.5- Cellules souches neurales (CSN) et Oxygène 

        Dans le cerveau de souris, la pression partielle d’oxygène (pO2) est considérablement 

inferieure à celle de l’air ambiant variant de 0,5% dans le mésencéphale à 7% à la surface du 

cerveau (Erecinska and Silver, 2001). Dans le cerveau humain la pO2 varie d'environ 3% à 22-27 

mm de profondeur de la dure-mère, à 4% à 7-12 mm de la dure-mère (Dings et al., 1998), 

démontrant ainsi un gradient d'oxygène physiologique qui est plus élevé dans l'espace alvéolaire 

et plus faible dans les tissus. Prenant ces mesures en considération, il est concevable que les CSN 

dans le cerveau soient situées dans un environnement très peu oxygéné.  

Les CSN s’auto-renouvellent, prolifèrent et se différencient en astrocytes, oligodendrocytes et 

neurones (Laywell et al., 2007). Elles résident dans la zone sous-ventriculaire où se trouve la 

principale niche neurogénique dans le cerveau adulte des mammifères, et dans l'hippocampe 

(Alvarez-Buylla and Garcia-Verdugo, 2002). Ces cellules sont capables de répondre aux stimuli 

hypoxiques/ischémiques dans d'autres régions du cerveau (Yamashita et al., 2006). Les CSNs 

implantées dans les zones pauvres en oxygène du cerveau ont permis le maintien de la viabilité 

des cellules neurales environnantes grâce à la sécrétion de facteur de croissance VEGF régulé par 

HIF-1 (Harms et al., 2010). 

Des améliorations de la survie et de la prolifération des CSNs dans les conditions de faibles taux 

d’O2 ont également été mises en évidence (Morrison et al., 2000).  

Enfin, une étude (Copin et al., 2000) très importante a rapporté que les astrocytes déficientes du 

superoxyde dismutase survivent grâce à l’incubation à 5% d’O2 alors qu’à 20% l’oxidation de 
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l’ADN ne le permet pas, ce qui souligne l’intérêt de ces concentrations physiologiques dans la 

protection contre le stress oxydatif.  

 

IV.D.6- Cellules souches mésenchymateuses et Oxygène  

         L’intérêt des CSM dans la médecine régénératrice a été confirmé ces dernières années, 

notamment dans le domaine de pathologies vasculaires où l’hypoxie et l'ischémie tissulaire 

représentent la problématique principale à prendre en considération pour une thérapie cellulaire 

réussie. Les résultats encourageants, pourtant instables, obtenus avec les applications des CSM 

dans la cardiopathie ischémique ont conduit plusieurs équipes à poser la question de l’effet de 

BC-O2 sur les CSM. De plus, les différents tissus où se trouvent les CSM possèdent de très 

faibles taux d'oxygène (Harrison et al., 2002; Kofoed et al., 1985; Matsumoto et al., 2005). Il est 

donc logique de penser qu’un environnement pauvre en oxygène soit favorable pour le 

développement des CSM.  

IL a été montré que les CSM de rats étaient capables de résister aux concentrations très basses en 

O2 mais seulement en présence de sérum (Zhu et al., 2006 ; Potier et al., 2007 Tissue Eng). En 

effet, les CSM semblent utiliser la voie glycolytique pour maintenir leur viabilité à BC-O2 

(Grayson et al., 2007). Grâce à ce genre de métabolisme anaérobie, les CSM peuvent résister 

même à l’hypoxie sévère (pO2 <1%) pendant au moins 48 h contrairement à d'autres types 

cellulaires comme les cardiomyocytes (moins de 4 h) (Mylotte et al., 2008; Potier et al., 2007). 

Enfin, d’autres travaux ont rapporté que les CSM pré-conditionnées en milieu pauvre en oxygène 

accroissent leurs capacités à survivre dans les tissus ischémiques (Hu et al., 2008). Cet effet 

semble obtenu suite à la stimulation des facteurs anti-apoptotiques Bcl-2 et bcl-xl accompagnée 

par la diminution de l’activation de caspase-3. L’augmentation de la production de facteurs pro-

angiogéniques (VEGF et IL-6) serait également fortement impliquée. 

 

IV.D.6.1- La prolifération 

        Au niveau de la prolifération, il a été proposé que la culture des CSM sous tension 

d'oxygène physiologique puisse influencer leur prolifération. Lennon et al ont trouvé que la 

culture des CSM médullaire à 5% d’O2 entraîne une augmentation du nombre de cellules obtenu 

(Lennon et al., 2001). Un autre travail a montré qu’une culture à cette même concentration d’O2 

permet aux CSM de développer un programme génétique qui contribue au maintien de l’état 
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indifférencié et de multipotence, assurant une capacité proliférative plus importante (Basciano et 

al., 2011). Grayson et al. ont obtenu un résultat comparable après une culture à 2% d’O2 même 

après plusieurs passages (Grayson et al., 2007). D’autre part, D'Ippolito et al. ont montré qu’une 

concentration de 3% d'O2 diminue le temps de doublement des CSM médullaires (D'Ippolito et 

al., 2006). Ces résultats semblent en concordance avec d'autres études rapportant une rapide 

prolifération des cellules mononucléées médullaires à 5% d’O2 (Carrancio et al., 2008) et des 

CSM à 8% d’O2 (Ren et al., 2006). Il a également été montré une progression du cycle cellulaire 

plus rapide suite à l’exposition à 1,5% d’O2 même à court terme, expliquant ainsi la prolifération 

accrue des CSM dans cette condition (Martin-Rendon et al., 2007).  

 En réalité, la culture des CSM à 20% d’O2 (hyperoxie) conduirait à l'accumulation des molécules 

ROS ayant un rôle néfaste bien connu, provoquant l'apoptose et le vieillissement cellulaire 

prématuré (Bertram and Hass, 2008). En effet, les CSM exposées à des taux élevés d'oxygène 

subissent une sénescence prématurée et une réduction de l’expansion en comparaison avec celles 

cultivées à 2% (Grayson et al., 2007; Dos Santos et al., 2010) et à 1% d’O2 (Jin et al., 2010; 

Peterson et al., 2011; Tsai et al., 2011). Ceci est le résultat du raccourcissement des télomères 

conduisant à la réduction du nombre de divisions cellulaires (Bertram and Hass, 2008). 

L'expansion améliorée de CSM dans des conditions pauvres en O2 ne semble pas compromettre 

leur primitivité ni leur potentiel multilignée. Au contraire, celui-ci semble même augmenter 

comme en témoignage de l'expression du gène embryonnaire Oct-4 (Grayson et al., 2007). Ce 

gène qui est considéré comme un «marqueur» de la pluripotence pourrait être régulé en amont par 

l’HIF-2 (Grayson et al., 2007) ou l’HIF-1 (D'Ippolito et al., 2006). 

 

IV.D.6.2- La différenciation  

        Le rôle des CSM dans la réparation des tissus squelettiques est parmi les applications 

prometteuses de ces cellules. En réalité, « l’hypoxie » tissulaire est bien présente dans les 

pathologies touchant ce tissu étant donné que le cartilage est un tissu essentiellement acellulaire 

non vascularisé et que les tissus osseux peuvent être mal irrigués suite à certaines affections (ex : 

les fractures). Il convient donc bien d’étudier l’effet des BC-O2 sur le potentiel de différenciation 

des CSM en particulier vers les ostéoblastes, les chondrocytes et les adipocytes.   

Dans plusieurs travaux, les CSM médullaires humaines cultivées sous faibles taux d’O2 ont 

montré une diminution de la différenciation ostéogénique et adipocytaire, soutenant ainsi l'idée 
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que la faible tension d'oxygène favorise un état indifférencié de ces cellules souches (Holzwarth 

et al., 2010; D'Ippolito et al., 2006; Fehrer et al., 2007). En effet, (Tamama et al., 2011) ont mis 

en évidence l’implication du facteur HIF dans la diminution de la différenciation ostéogénique au 

profit de l’état indifférencié des CSM. Dans ce travail la diminution de la différenciation 

adipocytaire sous BC-O2 était indépendante de HIF. 

Le tissu adipeux est une source importante de CSM du fait de son accessibilité grâce à des 

procédures minimalement invasives. Les effets de BC-O2 sur les CSM des tissus adipeux sont 

comparables avec ceux observés sur les CSM d’origine médullaire. Des auteurs rapportent que la 

culture à faibles tensions d'O2 de CSM des tissus adipeux améliore leur potentiel chondrogénique 

tout en diminuant leur prolifération (Wang et al., 2005). De plus, pour certains auteurs, la culture 

en structure 3-D serait essentielle pour induire la différenciation chondrocytaire sous faible 

tension d’O2 et en présence de certains facteur solubles (ex : TGF-β) (Wang et al., 2005; Müller 

et al., 2011). Pourtant, un potentiel ostéogénique et chondrogénique diminué a été détecté par 

Malladi quand ces cellules sont différenciées sous une tension d’O2 de 2% (Malladi et al., 2006).  

Cet effet de BC-O2 sur les CSM adipeux serait médiée par HIF-1 car l'inhibition de ce facteur 

conduit à une diminution du potentiel chondrogénique tout en améliorant le potentiel 

adipogénique (Malladi et al., 2007). Ces données confirment le rôle de la tension d'oxygène 

comme facteur déterminant du caractère souche et du destin cellulaire des CSM adipeux et 

médullaires en augmentant, en général, le potentiel chondrogénique et en diminuant le potentiel 

l’ostéogénique et adipocytaire.   

 

IV.D.6.3- La migration  

        Le mécanisme régulant la mobilisation des CSM dans la circulation sanguine n'est pas 

encore entièrement identifié à ce jour. Rochefort et al ont montré pour la première fois, sur un 

modèle de rats élevés pendant 3 semaines dans une chambre hypoxique (hypoxie chronique), que 

les CSM ont été mobilisées dans la circulation périphérique (Rochefort et al., 2006). Les cellules 

purifiées en circulation possédaient bien des caractéristiques (immunophénotype et 

multipotentialité) de CSM. Cet effet de l’hypoxie était relativement spécifique aux CSM car les 

progéniteurs hématopoïétiques n’ont pas été mobilisés de la MO. 

La capacité des CSM implantées à migrer vers l’organe endommagé a été montrée dans les 

fractures osseuses, les défauts cartilagineux (Murphy et al., 2003), l’infarctus du myocarde 
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(Barbash et al., 2003) et les lésions cérébrales (Ji et al., 2004; Omori et al., 2008). Toutefois, la 

question reste de savoir comment les CSM sont dirigés vers les sites endommagés. Ce processus 

de migration peut impliquer différentes chimiokines, cytokines et des molécules d’adhésion. 

Parmi les chimiokines, l’axe SDF-1/CXCR-4 a été rapporté comme étant exprimé 

constitutivement dans une grande variété de tissus (Ma et al., 1998). Le SDF-1 et son récepteur 

CXCR-4 sont cruciaux pour la domiciliation (après transplantation), mobilisation et la migration 

des cellules souches. Bien que la domiciliation des cellules souches de la moelle osseuse soit 

médiée par le SDF-1 en se liant au CXCR-4 exprimé sur les cellules circulantes, la régulation de 

SDF-1 et son rôle physiologique dans la réparation des tissus périphériques restent à explorer. 

Une étude française a montré que l’implication des chimiokines dans la migration des CSM 

stimulée par des cytokines inflammatoires, était moins importante par rapport à celle de certains 

facteurs de croissance comme le PDGF-AB et l’IGF-1 (Ponte et al., 2007).   

 Zhu et al ont rapporté l’implication indispensable de la fractalkine (CX3CL-1) et son récepteur 

CX3CR-1 dans la migration des CSM transplantées par voie intraveineuse vers une région 

ischémique du cerveau (Zhu et al., 2009). Annabi et al ont montré in vitro que la migration des 

CSM est un phénomène dépendant de la MMP (Annabi et al., 2003).     

En réalité, les CSM exposées à des conditions de culture pauvre en O2 montrent un phénotype 

plus migrateur que celles  maintenues en concentrations d’O2 atmosphériques (Rosova et al., 

2008). Ces conditions de culture induisent l’activation de signalisation de Akt, la régulation 

positive de c-Met (le récepteur de HGF) (Rosova et al., 2008), l'expression de VEGF, la 

phosphorylation de la focal adhésion kinase (FAK) (Lee et al., 2010) et l'expression de certains 

récepteurs aux chimiokines tels que CXCR-4 et CX3CR-1 (Hung et al., 2007b). L’hypoxie ou 

l’ischémie tissulaire sont connues comme inducteurs de plusieurs cytokines et chimiokines dans 

différentes maladies. Les CSM étant sensibles à ces facteurs humoraux, elles sont recrutées par 

eux dans les sites de lésions par un gradient de concentration (Rafii and Lyden, 2003). Après le 

recrutement, ces cellules répondent au micro-environnement local en exprimant des facteurs 

angiogéniques (Potier et al., 2007). 

 

IV.D.6.4- La sécrétion des facteurs solubles : Rôle Endocrine/paracrine 

          En dehors de leurs capacités liées à l’effet direct par contact cellulaire, les CSM peuvent 

jouer un rôle indirect important dans divers processus via la sécrétion de facteurs solubles. Ceci a 
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été mis en évidence dans plusieurs situations et les BC-O2 pourraient influencer un large spectre 

de ces facteurs. Ohnishi et al, décrit que de nombreux gènes sont surexprimés lors de la culture de 

CSM de rat à 1% d’O2 pendant 24h (Ohnishi et al., 2007). En se focalisant sur les gènes codant 

des protéines sécrétées, ils décrivent la régulation positive de plusieurs molécules impliquées 

dans la prolifération et la survie cellulaire, tels que le VEGF-D, le PLGF (facteur de croissance 

placentaire), le PBEF1 (Pre-B-cell colony- Enhancing Factor), le HB-EGF (Heparin Binding 

Epidermal Growth Factor) et la MMP9. Pour certains de ces gènes, ils rapportent un effet du 

niveau d’O2 et de la durée de culture. La plupart des gènes sont surexprimés à 10% d'oxygène 

notamment après 24 h de culture. Wu et al., a confirmé que pendant la culture de CSM humaines 

à 3% d’O2 pour une durée de 4, 12, 24, 36, 48 et 72 h, la plupart des gènes influencés par cette 

culture sont régulés après 24 heures (Wu EH et al., 2007) alors que très peu le sont après 4 heures 

(augmentation de VEGF et l’expression de MT1 (MMP) et diminution de l'expression MMP2) 

(Annabi et al., 2003).  

En réalité, l’augmentation de l'expression des ARNm n'est pas toujours combinée avec une 

sécrétion augmentée des facteurs dans le milieu de culture. En effet, les CSM humaines mises en 

culture pendant 72 h à 1% d’O2 accroissent leur contenu en ARNm des facteurs de croissance 

fibroblastique (FGF-2 et FGF-7), d’IL-1 et IL-6, des facteurs de croissance placentaire, du TGF-

β, du TNF-α et du VEGF. Cependant, seules les protéines VEGF, FGF-2 et IL-6 sont augmentées 

dans le milieu de culture (Kinnaird et al., 2004). Muir et al. ont confirmé les résultats concernant 

le VEGF en travaillant sur une lignée hs27 médullaire, mais ils ont cependant montré que 

l’expression de FGF et HB-EGF était très basse (Muir et al., 2006).   

Potier et al. ont cultivé les CSM humaines, en présence de sérum, en les soumettant à une tension 

en oxygène qui diminue progressivement. Après 48 h de culture à une concentration d’O2 

inférieure à 1%, l'expression des ARNm du TGF-β3 diminue tandis que ceux du FGF-2 et du 

VEGF augmentent. Au niveau de l’expression protéique, le VEGF est augmenté, alors qu’aucun 

effet n’a été trouvé pour le FGF-2. Dans cette étude, la sécrétion d'IL-6, IL-8, et MCP1 n'est pas 

significativement affectée (Potier et al., 2007). 

Dans une autre étude où les CSM humaines ont été cultivées pendant 2 jours à BC-O2 dans un 

milieu sans sérum (Potier utilisé 10% de SVF), IL-6 et MCP1, comme le VEGF, sont retrouvés 

en quantités nettement plus importantes en comparaison à la condition de 20% d’O2 (Hung et al., 

2007a). 
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Les BC-O2 affectent non seulement la sécrétion de facteurs solubles mais régulent aussi CX3CR-

1 et CXCR-4 (Hung et al., 2007b; Wang et al., 2008b) ainsi que l’expression de cMet (Rosova et 

al., 2008). Ces récepteurs peuvent accroître la domiciliation et la migration des CSM vers les 

zones endommagées. Certains auteurs trouvent que même les propriétés immuno-modulatrices 

des CSM peuvent être régulées (Crisostomo et al., 2008). 

 

 Les données précédentes suggèrent que le préconditionnement des CSM par les BC-O2 peut être 

utilisé pour améliorer les performances de celles-ci dans les applications de la médecine 

régénératrice. Ceci a été prouvé dans plusieurs modèles.  

En effet, le préconditionnement des CSM pendant 24 h en BC-O2 avant l'implantation dans un 

modèle d'infarctus du myocarde a diminué la mort des cellules tout en augmentant leur potentiel 

angiogénique (Hu et al., 2008). Wang et al ont raccourci le temps de ce pré-conditionnement à 

BC-O2 à 10, 20 et 30 min et ont observé qu’à partir de 10 minutes d’incubation, la viabilité et les 

propriétés angiogéniques commencent à s’améliorer pour atteindre des niveaux plus importants 

avec des durées d’incubation plus longues (Wang et al., 2008a). Par ailleurs, des études réalisées 

sur le cerveau ont montré que ce pré-conditionnement permet d’améliorer la migration des CSM 

vers les régions encéphaliques endommagées (Wang et al., 2008b). Dans cette étude, les auteurs 

montrent une régulation positve du CXCR-4 par les CSM suite à la culture ex vivo et qui va se 

lier au SDF-1α exprimé dans le cerveau endommagé. Les ASCs ont également montré une 

régulation positive de la sécrétion du VEGF (Rehman et al., 2004).  

 

Les divergences dans les procédures d'isolement, de culture, et de conception expérimentale 

(Bianco et al., 2008) avec les CSM rendent difficile les conclusions générales concernant le rôle 

des BC-O2 sur la biologie de ces cellules. Cependant, la tension en oxygène est sans aucun doute 

un régulateur important dans la détermination de leur destin cellulaire et dans leur maintien dans 

un état indifférencié. 

 

IV.D.7- Cellules souches hématopoïétiques et Oxygène  

          Les études portant sur l’effet de faibles teneurs en oxygène sur les CSH ont été 

relativement plus nombreuses par rapport aux autres types de cellules souches d’adultes, étant 

donné qu’elles représentent le prototype de celles-ci. Avec la capacité de purification et de 
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modification des CSH in vitro pour des applications in vivo, de nouveaux outils expérimentaux 

ont permis l'investigation directe de leur niche d'origine. Ainsi, il a été observé lors du suivi de 

CSH après leur transplantation qu’elles résident vraisemblablement dans les régions médullaires 

adjacentes à la surface osseuse (endoste) en contact avec les cellules ostéoblastiques et loin des 

vaisseaux sanguins (Lévesque and Winkler, 2011). Les contacts avec les ostéoblastes et les 

éléments du stroma sont en effet essentiels pour le maintien des CSH de la niche médullaire 

(Qian et al., 2007; Yoshihara et al., 2007).  

Plusieurs articles publiés à partir des années 1990 ont montré que les concentrations en O2 dans la 

niche médullaire sont très basses (Cipolleschi et al., 1993; Dello Sbarba et al., 1987).  La tension 

en oxygène du sang circulant dans la moelle osseuse est plus faible que dans les autres tissus, elle 

est même équivalente à celle du sang de la veine jugulaire (Grant and Root, 1947). Les modèles 

mathématiques basés sur des données animales ont proposé que la tension d'oxygène dans la 

niche est inférieure à 1% (Chow et al., 2001). De plus, un gradient d'oxygène existe au sein de la 

moelle osseuse humaine au travers duquel les cellules hématopoïétiques se répartissent selon leur 

hiérarchie. Ce gradient s’étend de moins de 1% dans les niches des CSH (chow et al., 2001; 

Tondevold et al., 1979; Arai and Suda, 2007; Parmar et al., 2007; Wilson et al., 2008),  jusqu’à 

environ 6% près de la cavité sinusoïdale où se trouvent les cellules matures (Eliasson and 

Jonsson, 2010). Des travaux très récents ont mis l’accent sur l’intérêt du profil métabolique de 

cellules hématopoïétiques qui reflète leur localisation spéciale dans le micro-environnement 

médullaire. Dans ce sens, une étude a décrit que les CSH utilisent la glycolyse qui est contrôlée 

par HIF-1α afin de s’adapter à la vie dans la niche (Simsek et al., 2010). Le facteur HIF-1α est 

primordial pour assurer la fonction SRC des CSH (Takubo et al., 2010) tout comme le facteur 

HIF-2α. Dans ce contexte, des études ont démontré que les CSH en cycle mitotique lent sont 

localisées dans les zones pauvres en oxygène de la moelle, tandis que les progéniteurs ayant un 

cycle plus actif et une capacité limitée d'auto-renouvellement résident dans des zones beaucoup 

plus proches de la vascularisation (Kubota et al., 2008).  

 

IV.D.7.1- Le cycle cellulaire des cellules hématopoïétiques primitives 

          Les cellules CD34+ cultivées à de faibles concentrations d'O2 présentent une diminution 

significative de leur prolifération (Ivanovic et al., 2000; Danet et al., 2003), ce qui a été 

également montré avec les cellules primitives murines (LSK) (Eliasson et al., 2010). En effet, 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22L%C3%A9vesque%20JP%22%5BAuthor%5D
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Eliasson a rapporté une augmentation du pourcentage des cellules en phase G0 du cycle cellulaire 

suite à une culture de cellules LSK à 1%d’O2 (Eliasson et al., 2010). Ce phénomène est expliqué 

par une surexpression des gènes inhibiteurs de kinases cycline-dépendantes (P21, P27 et P57) 

dans la population de cellules LSK totales (encore hétérogènes pour leur potentiel souche). 

Cependant, il n’a pas apporté de preuve directe que ces cellules sont en quiescence (test de 

sensibilité au 5-FU). Dans ce sens, Jang et Sharkis ont observé que les cellules hématopoïétiques 

primitives présentes dans la niche hypoxique expriment des niveaux élevés de Notch-1, de 

télomérase et de l'inhibiteur du cycle cellulaire p21 plus que les cellules proches de la 

vascularisation (Jang and Sharkis, 2007). Cette observation a été récemment soutenue par un 

travail sur un modèle de xénogreffe dans lequel des cellules humaines placentaires CD34+ CD38- 

pré-cultivées à 1% d’O2 disposent d’un potentiel de greffe très important accompagné d’une 

surexpression de P21 (un inhibiteur du cycle cellulaire) et d’une réduction significative de leur 

prolifération (Shima et al., 2009). 

Toutefois, le travail de Danet a rapporté une augmentation de la phase G1 du cycle cellulaire 

plutôt que de la phase G0. Il y a quelques années, notre équipe a montré que les cellules pré-CFC 

murines dotées d’une capacité de repeuplement prolifèrent (en cycle actif) même dans la culture 

de 1% d’O2, puisque 70% de ces pré-CFC sont sensibles à la toxicité du 5-fluorouracile (5-FU) ce 

qui se traduit par la disparition de leur capacité à générer des progéniteurs CFC en culture 

secondaire à 20% O2 (Cipolleschi et al., 2000).  

La purification et le repiquage des cellules CD34+ murines basés sur leur nombre de divisions 

après 8 jours de culture primaire à 1% ou à 20% d’O2 montre que les cellules qui se divisent une 

fois ou plus à 1% d’O2 génèrent beaucoup plus de progéniteurs en culture secondaire que les 

cellules qui ne se divisent pas et que toutes celles issues de la culture primaire à 20% O2 

(Ivanovic et al., 2002). Ce travail suggère que les cellules hématopoïétiques primitives dans leur 

micro-environnement (à des concentrations d’O2 proches de 1%) peuvent se diviser sans perdre 

leurs primitivités. Suite à ce travail, notre équipe a réalisé une culture de 3 jours de cellules 

CD34+ placentaires humaines en diminuant la concentration d’O2 à 0,1%. Dans cette étude, le 

nombre absolu de cellules en G0 augmente en fin de culture suggérant ainsi un blocage de 

l’entrée en cycle et une induction du retour à l’état de quiescence pour les cellules terminant leurs 

divisions (Hermitte et al., 2006). 
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Très récemment, nous avons utilisé une lignée hématopoïétique non-leucémique murine (FDCP) 

(Factor-Dependent Cell Paterson) pour étudier certaines molécules du cycle cellulaire 

impliquées dans la quiescence et l’auto-renouvellement des CSH (Guitart et al., 2011). Ainsi, 

après 3 jours de culture à 0,1% d'O2, la majorité des cellules FDCP-mix sont retrouvées en phase 

de G0 et sont différenciées. Toutefois, la minorité des cellules qui, dans ces conditions, sont 

capables d'auto-renouvellement, de former des colonies et repeupler les cultures secondaires 

après repiquage à 20% d’O2 sont quant à elles en cycle lent (reflété par leur sensibilité au 5-FU).  

 

Les BC-O2 représentent donc un élément crucial dans la régulation du cycle cellulaire des CSH. 

« L’anaérobie » (oxygène < 1%) engendrerait en effet un contexte de faible énergie mais 

suffisante pour la prolifération permettant l'auto-renouvellement mais empêchant l'engagement 

des cellules dans la différenciation qui exige beaucoup plus d'énergie (Ivanovic et al., 2009b). 

Des concentrations d’O2 comprise entre 1,5% (à partir desquelles l’expansion cellulaire est 

possible) et 5% (la plus haute concentration de la moelle osseuse et au deçà de laquelle HIF-1α se 

stabilise) pourraient permettre en effet une activation limitée et régulée de la prolifération 

cellulaire (Ivanovic et al., 2004b; Danet et al.,2003)  (Figure 10). 

 

IV.D.7.2- Le stress oxydatif  

         Lorsqu’elles résident dans une niche pauvre en O2, les cellules souches peuvent restreindre 

leur prolifération tout en restant à l’abri du stress oxydatif qui émerge dans les tissus les plus 

exposés à l’oxygène suite à l'accumulation des molécules ROS (Reactive Oxygen Species) 

comme résultat de la respiration mitochondriale (Busuttil et al., 2003; Cipolleschi et al., 1993; 

Eliasson and Jonsson, 2010; Lekli et al., 2009; Jang and Sharkis, 2007; Parmar et al., 2007). 

L’effet négatif de l’accumulation de ROS sur la survie et la fonctionnalité des CSH a été 

clairement décrit (Yahata et al., 2011; Ito et al., 2006; Carrera et al., 2010; Shao et al., 2011). 

Plusieurs études suggèrent que le niveau intracellulaire de ROS et les voies de signalisation 

associées pourraient être une pièce majeure dans le puzzle de régulation de l'auto-renouvellement 

et de la prolifération à long terme des CSH et, par conséquent, dans leur sénescence (Ito et al., 

2004; Miyamoto et al., 2007 ; Liu et al., 2009a).  

Une étude portant sur des cellules médullaires murines représentant toute la hiérarchie 

hématopoïétique a montré que la pré-incubation aux BC-O2 a un effet favorable sur les cellules 
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primitives et négatif sur les progéniteurs engagés (Eliasson et al., 2006). En réalité, l’adaptation 

des CSH à des BC-O2 est médiée par le facteur HIF. Ce facteur active des gènes qui influencent 

la fonction mitochondriale et dirigent la machinerie cellulaire vers la glycolyse, comme 

mécanisme de production de l’énergie cellulaire, via l’activation transcriptionelle de l’enzyme 

pyruvate déshydrogénase kinase (PDK) -1 (Simon, 2006; Kirito et al., 2009). Ce mécanisme 

permettrait ainsi d’assurer la production de suffisamment d’ATP dans cette situation de BC-O2 

tout en produisant le minimum de ROS. Kim et al. ont montré que les cellules déficientes en HIF-

1 ne sont pas viables en raison du stress oxydatif ; en revanche, elles peuvent échapper à 

l’apoptose suite à la surexpression de (PDK)-1 (Kim et al., 2006). 

Une culture de cellules CD34+ placentaires humaines à 5% d’O2 conduit à une faible production 

de ROS corrélée avec une préservation des progéniteurs primitifs Pré-CFC (Fan et al., 2007; 

2008) par rapport à une concentration de 20% d’O2.  

De façon importante, des données ont révélé que les cellules hématopoïétiques les plus primitives 

peuvent être isolées sur la base de leur faible contenu intracellulaire en ROS (Jang and Sharkis, 

2007). D’autres études ont également montré qu’une partie du programme des cellules 

quiescentes est consacré à la détoxification (Ivanova et al., 2002; Ramalho-Santos et al., 2002), 

indiquant que les CSH adoptent des mécanismes métaboliques permettant de se protéger contre 

l’augmentation de ROS.      

 

IV.D.7.3- L’expansion ex vivo des cellules souches hématopoïétiques et Oxygène 

          L’effet positif des BC-O2 sur la fonctionnalité et le maintien des CSH a conduit plusieurs 

auteurs à tester ce facteur dans l’expansion ex vivo de CSH en vue de greffe. 

Il existe maintenant des preuves que la culture des CSH de différentes origines sous BC-O2 

pourrait maintenir leur activité de repeuplement plus que la culture sous oxygénation 

atmosphérique (Cipolleschi et al., 2000; Ivanovic et al., 2000; 2002; 2004b; Kovacevic-Filipovic 

et al., 2007; Fan et al., 2007).  

En réalité, dans ce domaine, la plupart des études de culture ex vivo a été effectuée sous 

concentrations de 1 à 5% d’O2 pendant 4 à 14 jours sur des cellules hématopoïétiques purifiées 

selon des critères phénotypiques.  

En effet, Danet a montré que la culture de cellules CD34+ médullaires humaines pendant 4 jours à 

1,5% d’O2 permet le maintien des CSH mieux qu'à 20% O2, comme en témoigne leur meilleure 

http://www3.interscience.wiley.com.ezproxy.u-bordeaux2.fr/cgi-bin/fulltext/122581988/main.html,ftx_abs#BIB28#BIB28
http://www3.interscience.wiley.com.ezproxy.u-bordeaux2.fr/cgi-bin/fulltext/122581988/main.html,ftx_abs#BIB62#BIB62
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capacité à greffer les souris NOD-SCID (Danet et al., 2003). Ceci avait été déjà montré sur les 

cellules médullaires murines (Cipolleschi et al., 1993; 2000). Koller et al. ont montré un meilleur 

maintien de cellules hématopoïétiques primitives à plus long terme dans la condition de 5% d’O2 

et en présence d’une couche stromale (Koller et al., 1992a). Mostafa a trouvé que la culture de 

cellules CD34+ humaine à 5% d’O2 a permis de maintenir et d’amplifier les progéniteurs 

mégacaryocytaires alors qu’ils se différencient à 20% d’O2 (Mostafa et al., 2000).   

Plus récemment, il a été montré que la culture avant transplantation de cellules CD34+ CD38- 

humaines dans des conditions pauvres en O2 semble améliorer la prise de greffe chez les souris 

immunodéprimées (Shima et al., 2009). 

En utilisant des cellules CD34+ placentaires (ivanovic et al., 2004b), nous avons mis en évidence 

que les SRC sont mieux maintenues à 3% qu’à 20% O2, après 7 jours de culture liquide, avec une 

expansion équivalente des progéniteurs engagés (CFC) (Figure 10). 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 10 : Expansion de greffon hématopoïétique en fonction des concentrations d’O2. Les 
concentrations d'O2 mentionnées à gauche ont été utilisées pour des expériences in vitro. Elles 
sont probablement proches de celles présentes dans les différents domaines fonctionnels de 
moelle osseuse où les cellules souches, progéniteurs et des précurseurs résident. L’épaisseur des 
flèches représente l'intensité de l'auto-renouvellement ( ), l'engagement, et la prolifération         
(           ) et la différenciation terminale / maturation (). CFC: Colony Forming Cells; LT-SRC: 
Long Terme SCID-repopulating cell; ARM: Marrow-Repopulating Ability; LTC-IC: Long-Term 
Culture-Initiating Cell. (Adapté d’après Guitart et al., 2010). 
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IV.D.7.4- Modulation de l’effet des cytokines   

         Les différents facteurs environnementaux activateurs ou inhibiteurs, tels que les cytokines, 

les chimiokines et les éléments de stroma devraient être combinés avec les BC-O2 pour moduler 

la balance quiescence/prolifération et auto-renouvellement/différenciation qui caractérise les 

cellules souches adultes, y compris les CSH.  

Concernant le rôle de l’IL-3 dans ce domaine, notre équipe a d’une part montré qu'une faible 

concentration d'IL-3, 0,5 ng/mL (par rapport à 5 et 50 ng/mL) dans un milieu sans sérum, permet 

de maintenir une activité cellules souches beaucoup plus élevée en culture primaire à 3% O2 

révélée par la production de CFC en culture secondaire, ainsi que par le test de xénogreffe sur les 

souris NOD-SCID (Ivanovic et al., 2004a; 2004b). D’autre part, elle a observé que l'addition 

d'IL-3 (en concentration de 10 ng/mL) dans une culture primaire avec sérum de cellules 

médullaires murines pendant 8 jours à 1% ou 20% O2, avait un effet négatif sur le maintien de 

pré-CFC dans les deux conditions d’oxygénation (Ivanovic et al., 2002).  

Des effets contradictoires de l’IL-3 sur l’expansion et la fonctionnalité de CSH ont été à l’origine 

de plusieurs publications (Eliasson et al., 2010; Li and Clevers, 2010). Cette confusion dans le 

rôle de l’IL-3 pourrait en effet être dépendante de sa concentration, de la combinaison avec 

d'autres facteurs, de la présence ou de l'absence de sérum et du niveau hiérarchique de la 

population des cellules cibles analysées (Ivanovic et al., 2004a).   

 

Le rôle bénéfique de l'IL-6 dans le maintien des pré-CFC au cours de la culture de cellules 

médullaires murines Lin- à faible concentrations d'O2 a été démontré par Kovacevic-Filipovic 

(Kovacevic-Filipovic et al., 2007). Les auteurs ont également trouvé que ces cellules enrichies en 

CSH ont un cycle cellulaire plus lent et gardent une meilleure capacité à repeupler les cultures 

secondaires suite à une culture primaire à 1% par rapport à 20% O2. Toutefois, un travail effectué 

par Eliasson et al. n’a pas noté cet effet positif de l’IL-6 sur le maintien de CSH dans les cultures 

à 1% O2. La différence pourrait être due à une durée de culture primaire plus courte de (4 jours) 

ainsi qu’à des variations techniques au niveau de l’approche expérimentale.  
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V. Expansion ex vivo de Greffon du Sang Placentaire 

 

V.A. La greffe de cellules souches hématopoïétiques 

           La greffe de cellules souches hématopoïétiques (CSH) représente une alternative 

thérapeutique majeure dans le traitement de certaines maladies hématologiques et non 

hématologiques, et elle a révolutionné la prise en charge de certaines pathologies dites incurables. 

En effet, le recours à la greffe de CSH prend de plus en plus d’ampleur et ses indications ne 

cessent de s’accroitre. Cette greffe peut aussi être réalisée consécutivement à une transplantation 

d’organes. Le nombre de greffe de CSH réalisées en France et dans le monde est ainsi en 

augmentation. 

 

V.A.1.  Les différents types de greffe de cellules souches hématopoïétiques 

        Il est aujourd’hui préférable de ne plus parler de « greffe de moelle osseuse » mais plutôt de 

« greffe de Cellules Souches Hématopoïétiques (CSH) » dans la mesure où, d’une part, il existe 

d’autres origines pour les greffons (le sang périphérique mobilisé (actuellement le plus utilisé) et 

le sang placentaire), et d’autre part, ce sont les CSH qui assurent la substitution du système 

hématopoïétique à long terme. Cependant, étant donné que les progéniteurs constituent également 

« une matière fonctionnelle » du greffon (à coté des CSH) avec pour principale fonction d’assurer 

le raccourcissement de la durée d’aplasie suite au conditionnement du patient, d’autres auteurs et 

nous-mêmes utilisons le terme de « greffe de Cellules Souches et Progéniteurs Hématopoïétiques 

(CSH/PH) ».  

V.A.1.1- L’autogreffe: Dans ce type de greffe, les CSH sont recueillies chez le malade lui- 

même. Dans un premier temps, le greffon est prélevé chez le malade lors d’une phase de 

rémission de sa maladie, puis conservé avant d’être re-perfusé au malade dans une période de 

consolidation de la maladie. L’avantage de l’autogreffe de CSH est l’absence de rejet, ou de 

GVHd, mais elle est utilisée comme support transfusionnel plutôt que véritable traitement. 

L’autogreffe est destinée à des patients atteints de différentes formes d’hémopathies malignes 

notamment les lymphomes non hodgkiniens (NHL) et le MM (Gyurkocza et al., 2010). Des 

patients souffrants des cancers solides résistants aux traitements (cancer du système nerveux, du 

sein, des ovaires, des os.. etc.) peuvent également bénéficier de l’autogreffe.  
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V.A.1.2- L’allogreffe: Les CSH sont prélevées chez un donneur sain HLA compatible avec le 

patient soit de la fratrie ou, à défaut, des fichiers nationaux/internationaux des donneurs 

volontaires non apparentés.  

Les molécules HLA ont pour fonction de présenter les peptides dérivés d’Ag protéiques aux 

lymphocytes T spécifiques de ces Ag. Elles interviennent dans la reconnaissance du soi et du non 

soi. Ainsi, elles occupent une place fondamentale dans la transplantation car la compatibilité de 

HLA est un déterminant de la prise ou du rejet de greffons ainsi que des différentes complications 

de la greffe.   

 L’allogreffe constitue une véritable immunothérapie contre la maladie résiduelle. Son principe 

est la destruction du compartiment cellulaire malin par le conditionnement (chimiothérapie et/ou 

irradiation corporelle) et de le remplacer par des cellules issues du donneur sain. 

Le conditionnement peut être intensif (myélo-ablatif) assurant : (i) la suppression « complète » 

des cellules tumorales du receveur, (ii) la lympho-ablation pour éviter le rejet et (iii) la réduction 

de la cellularité médullaire et donc la libération de l’espace requis pour l’installation de cellules 

de donneur. Il peut également être atténué (non myélo-ablatif) s’agissant d’un traitement 

immunosuppressif ayant pour princiale indication, les personnes âgées ne supportant pas le 

conditionnement classique. Ce conditionnement repose sur l’exploitation de l’effet GVL (Graft 

Versus Leukemia) avec la ré-injection à distance de la greffe des lymphocytes provenant du 

donneur. 

Malgré tout, de nombreuses complications dont le rejet et la GVHd peuvent apparaître après la 

greffe. 

On compte 50 000 à 60 000 allogreffes par an qui sont enregistrées dans le monde (Gyurkocza et 

al., 2010). Les hémopathies malignes, l’aplasie médullaire et les maladies héréditaires 

représentent les trois grandes catégories d’indication de l’allogreffe, toutefois les patients 

leucémiques occupent la majorité des lits dans les unités d’allogreffe dans le monde (Gyurkocza 

et al., 2010) (Tableau 3 et Figure 11). 

En France, on constate la même tendance. Selon l’Agence de la Biomédecine, l’activité globale 

de la greffe allogénique ne cesse d’augmenter et les deux principales indications sont la leucémie 

aiguë myéloblastique et la leucémie aiguë lymphoblastique (respectivement 31,2% et 14,5% des 

allogreffes en 2010) (Figure 11).  
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Tableau 3 : Pathologies représentant les indications de la transplantation de cellules 
hématopoïétiques allogéniques. (D’après Gyurkocza et al., 2010)           

Maladies acquises : Maladies héréditaires : 
Aplasie Médullaire                                                                                                               Thalassémie 

Hémoglobinurie Nocturne Paroxysmal                                                                                          Drépanocytose 
Leucémie Myéloïde Aigue                                                                                                                 Anémie de Fanconi                                                                                                                          
Leucémie Lymphoblastique Aigue                                                                                                       Syndrome de Blackfan-Diamond                                                                                                  
Syndromes Myélodysplasiques                                                                                           Dyskératoses Congénitales                                                                                                             
Désordres Myéloprolifératifs                                                                                             Shwachman–Diamond Syndrome                                                                                                     
Leucémie Myéloïde Chronique                                                                                                    Syndrome de Wiskott–Aldrich                                                                                                        
Multiple Myélome (MM) et autres Désordres 
de Cellules Plasmocytaires                                                  

Syndrome d'Immuno-déficience Combinée 
Sévère et autres  Déficiences Immune 
Congénitale                                                                                                                                   

Lymphome Hodgkinien                                                                                                                    Ostéoporose 
Lymphome Non-Hodgkinien (NHL)                                                                                                               Lymphohistiocytose Hémophagocytaire 
Leucémie Lymphoïde Chronique                                                                                                         Syndrome de Hurler et autres Troubles 

Métaboliques Héréditaires 
Certains Désordres Auto-Immuns  

                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                        
Figure 11 : Evolution de la répartition des indications d'allogreffe en France. (D’après le 
rapport de l’Agence de la Biomédecine- activité de greffe : 
http://www.agence-biomedecine.fr/annexes/bilan2010/donnees/cellules/01-greffe/telechargement/FCSHG15a.gif) 
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V.A.2.  Les sources des CSH des greffons allogéniques 

       Trois sources de CSH sont aujourd’hui utilisées en France, la moelle osseuse, les cellules 

souches périphériques (CSP) mobilisées et le sang placentaire (SP) (Le Berre, 2005). Chaque 

type de greffon possède ses avantages et ses inconvénients, et depuis 1998, le pourcentage de 

greffons de moelle osseuse utilisés diminue alors que ceux des greffons de CSP mobilisées et de 

sang placentaire augmentent (Figure 12 et 13).  

 

V.A.2.1- La moelle osseuse 

       La première greffe de moelle osseuse a été effectuée en 1957 (Thomas et al., 1957) à New - 

York, et jusqu’en 1990, elle était la seule source de CSH utilisable. 

La moelle osseuse est prélevée par ponction au niveau du bassin du donneur sain. Ceci nécessite 

une anesthésie générale de 2 heures et une hospitalisation de 48 heures. Hormis les risques 

classiques associés à toute forme d’anesthésie, le don de moelle osseuse est pratiquement sans 

danger. Chez le donneur mineur,  la moelle est la seule source de CSH prélevable autorisée. 

 

V.A.2.2- Les cellules souches du sang périphérique (CSP) mobilisées  

         Dès 1979, une seconde source de CSH a été explorée, mais la mobilisation des CSH par un 

facteur de croissance, le G-CSF, vers le sang périphérique était difficile à mettre au point. La 

première greffe de CSP mobilisées par un facteur de croissance n’a été possible qu’en 1995 

(Gürman et al., 1995). 

Le donneur doit ainsi subir plusieurs injections de facteurs de croissance et le greffon est prélevé 

par cytaphérèse sur un appareil de tri cellulaire. Depuis 2004, la source principale de greffons 

allogéniques en France comme dans le monde est le sang périphérique après mobilisation 

(rapport Agence Biomédecine 2010; Baron et al., 2003).  

Actuellement, parallèlement au G-CSF, il existe d’autres facteurs utilisés pour la mobilisation. 

L’inhibiteur de CXCR-4 (AMD 3100) est le plus efficace de ces facteurs mais aussi le plus 

coûteux. Il est réservé aux patients dits « mauvais mobilisateurs » (ne répondant pas 

suffisamment au G-CSF) en association au G-CSF avec ou sans chimiothérapie (Hübel et al.,  

2011) et bien entendu il est indiqué uniquement pour l’autogreffe.   
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       Il pourrait exister également une autre source (encore théorique) mais non négligeable de 

CSH, les filtres de déleucocytation. Notre équipe a mis au point une technique permettant 

d’isoler, même en faibles quantités, des cellules CD34+ ayant le caractère souche à partir de ces 

filtres de déleucocytation (Ivanovic et al., 2006). En réalité, avec les protocoles d’expansion ex 

vivo des greffons hématopoïétiques qui ne cessent de s’améliorer, il est légitime d’espérer que ces 

filtres, aujourd’hui considérés comme « déchets biologiques » soient transformés en une source 

importante et peu onéreuse de greffon hématopoïétique.    

 

V.A.2.3- Le sang placentaire (SP) 

 
         La greffe du sang placentaire (SP) porte son nom du fait qu’initialement toute l’unité du SP 

qui était entièrement transfusée, ce qui n’est plus le cas.   

Historiquement, en 1974, il a été noté la première preuve de l’existence des cellules primitives 

dans le SP démontré par Knudtzon (Knudtzon, 1974).   

Ensuite, en 1972, Ende M, après des années d’essais sans réussite, a réalisé avec succès une 

greffe issue du SP chez un adolescent à partir de plusieurs donneurs (plusieurs unités de sang de 

cordons ombilicaux) (Ende and End, 1972).  

 En France, la première greffe de SP a été réalisée en 1988 par le Pr Eliane Gluckman (Gluckman 

et al., 1989). Depuis, ces pratiques ne cessent de s’accroitre et de se développer en France avec 

l’installation du Réseau Français de Sang Placentaire (RFSP) qui représente un réseau 

d’établissements publics de conservation de SP. En 2011, le nombre de ces banques en France a 

encore augmenté, réparties régulièrement sur le territoire. L’Agence de la Biomédecine prévoit 

d’atteindre l’objectif de 30 000 unités stockées en 2013.    

L’importance du SP prend son ampleur du fait qu’environ 30% des patients ne trouvent pas de 

donneurs compatibles (ces probabilités varient selon l’ethnie du patient) (Confer, 1997). 

Enfin, en ces deux dernières années, la proportion des allogreffes de SP se stabilise après une 

période de forte croissance entre 2003 et 2008 (Figure 12 et 13). En effet, le recours au SP reste 

non prioritaire et seulement en cas d’absence de : 1) donneur apparenté et 2) donneur adulte 

volontaire non apparenté (DVNA) (fichiers internationaux). Cependant, la recherche clinique 

dans le domaine des greffes de SP est extrêmement active que ce soit dans le groupe Eurocord ou 
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dans les groups internationaux, montrant que de nouvelles indications pour ce type de greffes 

sont en cours d’émergence. 

V.A.2.3.1- Intérêt du sang placentaire 

- Possède des CSH avec une capacité proliférative plus importante (considérées comme 

« immatures » en comparaison avec les CSH d’adulte),  

- Allogreffe avec possibilité de 2 à 3 disparités HLA sans GVHd sérieuse (Locatelli et al., 

1999; Rocha et al., 2004; Laughlin et al., 2004) ce qui signifie une probabilité supérieure 

de trouver un « donneur », 

- Source disponible « à la demande » à la différence du don volontaire pour lequel 

l’organisation du prélèvement demande 3 à 4 semaines en moyenne, 

- Moins d’infections transmissibles,   

- Seule solution pour un receveur sans donneur HLA-identique (fratrie ou non apparenté) 

(30% des receveurs), 

- Pas de danger pour la mère ou pour le nouveau-né. 
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Figure 12 : Evolution de la répartition des sources de greffon des CSH allogéniques en 
France entre 1995 au 2010. (D’après le rapport de l’Agence de la Biomédecine- activité de 
greffe :                      
http://www.agence-biomedecine.fr/annexes/bilan2010/donnees/cellules/01-greffe/synthese.htm#figCSHG34). 
 

 
Figure 13 : Evolution de la répartition des sources de greffon des CSH allogéniques non-
apparentés en France entre 1995 au 2010. (D’après le rapport de l’Agence de la Biomédecine- 
activité de greffe : 
http://www.agence-biomedecine.fr/annexes/bilan2010/donnees/cellules/01-greffe/synthese.htm#figCSHG34). 

http://www.agence-biomedecine.fr/annexes/bilan2010/donnees/cellules/01-greffe/synthese.htm#figCSHG34
http://www.agence-biomedecine.fr/annexes/bilan2010/donnees/cellules/01-greffe/synthese.htm#figCSHG34
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V.A.2.3.2- Problématique de la greffe du sang placentaire 

        Le SP représente une source supplémentaire très prometteuse de CSH/PH. La primitivité et 

la capacité de prolifération et d’expansion plus importante de ces cellules par rapport à celles de 

la moelle osseuse ont fait rêver le monde de l’élixir de jouvence ! 

La problématique principale avec le SP est le nombre restreint de cellules mononuclées (environ 

1,1 milliard cellules/unité, 2,3×107/kg de poids (Rocha et al., 2004; Laughlin et al., 2004) et de 

cellules CD34+ (3×105 CD34+ cellules/kg) présentes dans chaque unité (Gluckman et al., 1997; 

Locatelli et al., 1999), même si la proportion de cellules CD34+ dans le SP est supérieur ou 

proche de celui dans la moelle osseuse (0.4 à 2.1% des cellules mononuclées) (Sutherland et al., 

1994; Reisbach et al., 1993). Cette pauvreté conduit, en cas de non conformité, au rejet ou à une 

durée de cytopénie post-greffe assez prolongée (26 jours pour les neutrophiles et 84 jours pour les 

plaquettes) (Long et al., 2003).  

Il faut également savoir que même avec un nombre suffisant de cellules CD34+ greffées (dans les 

normes), la reconstitution hématopoïétique après la greffe SP est plus lente qu’avec un greffon 

provenant d’un donneur adulte (Kurtzberg et al., 2008).   

C’est pour ces raisons qu’initialement, la greffe de SP était réservée aux enfants et aux adultes de 

petits poids (en générale, un poids inferieur à 45 kg) (Gluckman et al., 1997; Locatelli et al., 

1999). 

Afin de franchir l’obstacle de pauvreté des unités de SP en CSH (due au faible volume des unités 

prélevées), il a été proposé d’injecter simultanément plusieurs unités au receveur adulte en 

fonction de ses besoins (Barker et al., 2005; Fernandez et al., 2001). Cette avancée s’est avérée 

suffisante et a conduit à une augmentation exponentielle de l’utilisation du SP depuis plusieurs 

années après l’adoption de cette procédure.  

Toutefois, le recours à l’expansion ex vivo de CSH/PH de greffons placentaires demeurait 

rationnel, voire indispensable. En effet, la greffe de plusieurs USP simultanément n’a pas permis 

d’éviter des périodes d’aplasie post-greffe prolongées (Kobari et al., 2000) et de plus, elle 

s’accompagnait d’une prévalence élevée de GVHd (MacMillan et al., 2009). De plus le coût de 

cette procédure demeure élevé.  

 

Il faut enfin souligner une autre approche permettant de favoriser la prise de greffe, il s’agit de 

l’administration directe intraosseuse des unités de SP. Cette méthode qui a fait l’objet de 
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plusieurs essais cliniques prometteurs a pour but d’éviter la perte systémique de greffon tout en 

ouvrant la possibilité d’utiliser également les unités pauvres (Frassoni et al,. 2010). Elle permet 

d’une part de stimuler la capacité de homing des CSH/PH et d’autre part de réduire l’intensité du 

conditionnement ainsi que les complications post-greffes notamment la GVHd (Petropoulou and 

Rocha, 2011 ; Ikehara S, 2005). 

 

V.B. Expansion ex vivo de greffons du sang placentaire 

          L'approche rationnelle de l’expansion ex vivo du SP est basée sur deux principes :  

1- amplifier le nombre de progéniteurs engagés et de cellules matures qui assurent le 

raccourcissement de durée de l’aplasie post-greffe (ceci concerne l’obstacle de « l’immaturité » 

de CSH placentaires) (Broxmeyer et al., 1992; Kobari et al., 2000),       

2- maintenir voire augmenter le taux des cellules primitives (SRC, LTC-IC) dans le greffon à fin 

d’assurer une prise de greffe à longue terme et d’éviter l’échec de la greffe (ceci concerne 

l’obstacle de pauvreté en CSH) (Figure 14).  

Nous pouvons y’ajouter l’idée que la greffe de SP est privée de cellules immunocompétentes 

responsables de l’effet GVL dans les autres types de greffe. Ainsi, l’étape d’expansion ex vivo 

pourrait permettre une certaine maturation de ces cellules (présentes dans la fraction CD34-) pour 

qu’elles soient fonctionnelles après l’injection exerçant ainsi (théoriquement) l’action de DLI 

(Donor Lymphocyte Infusion).    

Pour montrer concrètement l’intérêt fondamental de cette méthode, il faut noter qu’elle 

permettrait de diminuer le taux considérable d’unités de SP ne répondant pas aux critères de mise 

en banque et détruites par l’EFS, pour cause de volumes prélevés insuffisants ou de nombre de 

cellules CD34+ insuffisants et qui représentent, d’après les chiffres de l’EFS (Etablissement 

Français du Sang) environ 40% et 10% des unités reçues respectivement. 
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V.B.1- Expériences à partir de Greffons médullaires et de CSP 

        Les premiers essais de greffe de cellules médullaires amplifiées ex vivo (Stiff et al., 2000; 

Engelhardt et al., 2001) chez des patientes atteintes de cancer du sein étaient basés sur les 

cultures dynamiques dans un milieu supplémenté avec du sérum animal. Ces études n’ont 

finalement pas mis en évidence d’amélioration quantitative ou qualitative de la greffe. 

Dans le domaine des CSP, le premier essai clinique portant sur l’amplification ex vivo de ces 

cellules a été publié en 1995 (Brugger et al., 1995). Les cellules CD34 sélectionnées à partir du 

produit de cytaphérèse ont été cultivées en milieu (RPMI, 2% plasma autologue) en présence de 

SCF, IL-6, IL-1ß, IL-3 et EPO. Cet essai a permis de montrer que les cellules amplifiées ex vivo 

sont bien fonctionnelles et capables de greffer les patients après un conditionnement 

myéloablatif ; néanmoins, la cinétique de reconstitution hématopoïétique n’était pas différente 

par rapport à un groupe témoin historique (greffons sans expansion). Ce résultat a été confirmé 

par l’essai de Williams SF (Williams et al., 1996). Holyoake et al ont, quant à eux, greffé 4 

patients (MM et NHL) avec des greffons CSP amplifiées ex vivo (Holyoake et al., 1997). 

Cependant, l’expansion ne s’est pas révélée satisfaisante et la greffe n’a pas démontré d’effet 

significatif concernant la durée d’agranulocytose post-greffe. 

 

        En 1999, Reiffers et al à Bordeaux (Reiffers et al., 1999) ont obtenu une importante 

réduction de la durée de l’agranulocytose post-greffe (valeur médiane de 1.5 jour) avec une 

autogreffe de CSP amplifiées ex vivo combinée avec une fraction non manipulée et injectée le 

lendemain; par conséquent, les risques d’infection et la durée d’hospitalisation des malades ont 

été également réduits. Cette étude a été également réalisée sur des patients de MM avec des 

cellules CD34+ sélectionnées et cultivées sans sérum pendant dix jours en présence de trois 

cytokines : SCF, G-CSF et MGDF à fortes doses. 

Ces résultats remarquables ont été ensuite confirmés par notre équipe sur une autre série de 

patients (Boiron et al., 2006). De plus, dans cette étude, une partie des malades a été greffée 

uniquement avec le produit d’expansion, ce qui n’a pas porté atteinte à l’effet bénéfique observé. 

Le fait que le produit d’expansion est à l’origine de ce raccourcissement de la période 

d’agranulocytose post greffe a été finalement confirmé sur une cohorte de 19 patients (Milpied, et 

al., 2009). Plusieurs équipes ont opté pour cette approche d’expansion pour le traitement de 

différentes pathologies (McNiece et al., 2000; Prince et al., 2004; Paquette et al., 2002) en 
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constatant une accélération significative de la reconstitution hématopoïétique post-greffe amenant 

à une diminution de l’incidence de la fièvre neutropénique, du besoin transfusionnel et de la 

durée d’hospitalisation. 

Ainsi, l’ensemble de ces travaux a donc permis d’envisager avec optimisme une application de 

cette expansion aux greffons de SP.    

 

 V.B.2- Expériences avec Greffon du SP 

        Les résultats de la première greffe de cellules de SP après expansion ex vivo ont été publiés 

en 1999 (Kogler et al., 1999) s’agissant d’un enfant atteint d’une leucémie lymphoïde aiguë avec 

complications infectieuses. Les cellules CD34+ sélectionnées ont été amplifiées ex vivo, pendant 

dix jours, dans un milieu X-vivo supplémenté avec du plasma de SP inactivé en présence de FL, 

TPO, G-CSF (100 ng/mL chacun). Une expansion très importante des cellules totales, des 

progéniteurs, des cellules CD34+ et LTC-IC a été obtenue. Les auteurs ont trouvé que cette greffe 

a contribué à une accélération de la reconstitution granulocytaire.  

Bien que ce résultat ait été encourageant, d’autant qu’il s’agissait de l’expansion de seulement 1/8 

de l’unité de SP, les essais suivant n’ont pas connu une telle réussite.   

En effet, dans une tentative de greffe sur deux patients (Pecora et al., 2000) de cellules du SP 

après expansion d’une petite fraction effectuée dans un milieu contenant du sérum animal 

pendant 12 jours, l’amplification n’a été que très médiocre et n’a donc pas permis d’améliorer la 

reconstitution hématopoïétique.  

 

Un autre essai clinique (Fernández et al., 2001) a porté sur la greffe de deux unités de SP 

simultanément, dont une est amplifiée ex vivo. Cette fois encore, cette approche n’a pas permis 

d’améliorer la reconstitution hématopoïétique. Ceci peut être lié d’une part, à la durée courte de 

culture (6 jours) et d’autre part, à l’utilisation de forte dose de l’IL-3 (100 ng/mL), conduisant à la 

différenciation de cellules primitives dans le greffon.  

 

 En 2002, une équipe américaine (Shpall et al., 2002) a réalisé l’amplification ex vivo sur 50% 

des cellules CD34+ d’une unité de SP pendant dix jours et dans un milieu sans sérum en présence 

de SCF, G-CSF et MGDF, avant de les injecter aux patients. Bien que le taux d’expansion obtenu 

fût convenable, cet essai n’a pas montré de bénéfice des cellules SP amplifiées ex vivo.  
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De même, l’essai de Jaroscak et al (Jaroscak et al., 2003) n’a pas montré d’effet additif de la 

greffe des cellules SP amplifiées dans le système Aastrom Replicell (qui associe une greffe de 

cellules hématopoïétiques et de cellules stromales). Dans tous les cas, il faut noter que le taux 

d’expansion était très faible.  

Il y a quelques années, les équipes de Nagler et de Shpall (de Lima et al., 2008) ont amplifié ex 

vivo des cellules CD133+ sélectionnées à partir d’une petite fraction de SP. L’expansion a été 

réalisée dans un milieu de nouvelle génération en présence de SCF, FL, IL-6 et TPO, 

supplémenté avec un chélateur de cuivre TEPA (tétraéthylène-pentamine). En dépit d’une 

amplification massive à la fin de culture, la greffe chez des patients n’a pas permis d’améliorer la 

durée de l’aplasie post-allogreffe. 

 

En réalité, le manque de capacité de repeuplement médullaire des cellules hématopoïétiques après 

expansion ex vivo a été déjà observé dans des modèles expérimentaux notamment chez la souris 

(Guenechea et al., 1999;  XU and Reems, 2001) et chez le macaque (Tisdale et al., 1998).  

Chez les souris NOD/SCID greffées avec des ces cellules du SP humaines amplifiées ex vivo, 

Guenechea (Guenechea et al., 1999) a constaté un retard de la prise de greffe, alors que, 

paradoxalement, le chimérisme à long terme est resté similaire à celui des témoins injectés avec 

des cellules non manipulées. Xu et Reems ont, quant à eux, trouvé que la prise de greffe à long 

terme est significativement altérée avec le greffon subissant l’expansion (XU and Reems, 2001). 

L’équipe de John Dick, malgré une expansion massive de cellules placentaires humaines de 

phénotype immature CD34+ CD38- Lin-, n’a pas obtenu une augmentation équivalente des 

cellules SRC (Dorrell et al., 2000).  

 

Les remarques qui peuvent être tirées notamment de ces études cliniques sont d’abord, la 

faisabilité et la sureté de cette approche thérapeutique, mais nous pouvons constater également le 

manque d’efficacité sur l’accélération de la reconstitution hématopoïétique, qui serait lié à 

plusieurs facteurs selon chaque étude : 

_ Le taux d’expansion médiocre ; 

_ L’épuisement des populations des cellules capables de générer une reconstitution à court terme 

à cause des conditions de culture : durée de culture, sérum animal, doses de cytokines … etc.; 
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_ Le décalage d’injection des produits d’expansion entre 8 et 12 jours (Pecora et al., 2000) par 

rapport à l’injection de la fraction non manipulée ne permettant pas de mettre en valeur le produit 

d’expansion ; 

_ Seule une fraction du greffon a été amplifiée ; 

_ Enfin le « terrain » dans lequel la greffe est réalisé : l’état du patient, la maladie résiduelle, … 

etc,  doit également être pris en considération. 

 

V.B.3- Amélioration de l’Expansion ex vivo de Greffon du SP 

         Outre l’échec de l’obtention d’une reconstitution médullaire rapide, le problème majeur de 

l’expansion des CSH de SP reste la réduction rapide en culture du nombre de cellules souches 

capables de repeuplement médullaire à long terme. Cela a été confirmé par une corrélation 

démontrée entre le nombre de cellules SRC capables de greffer les souris et le maintien 

d’hématopoïèse à long terme chez les babouins greffés (Norol et al., 2002). 

Plusieurs méthodes ont été proposées dans le but d’améliorer l’expansion de greffons du SP en 

visant la modulation des conditions de culture à savoir : 

1- Composition de milieu de culture : les cocktails de cytokines (Levac et al., 2005), 

présence ou non de sérum (Ivanovic and Boiron, 2009a) et durée de culture (Douay, 

2001). 

2- Nouvelles molécules qui améliorent l’expansion : l’Endothéline, la sérotonine, l’acide 

rétinoïque, le PDGF et des antioxydants (De Angeli et al., 2004; Yang et al., 2007);  

3- Utilisation de bioréacteurs (Koller et al., 1998), de systèmes de culture plus sophistiqués 

(Feng et al., 2006), et de cultures sous BC-O2 en sollicitant des systèmes d’incubation 

cellulaire modulables.   

4- La thérapie génique a aussi permis certaines améliorations, notamment avec la 

transduction du gène HOXB4 (Antonchuk et al., 2002) et l’activation de la voie NOTCH 

(Delaney et al., 2010). Ce travail a permis pour la première fois de diviser par deux la 

durée de l’aplasie post-greffe après l’injection de deux unités dont une après l’expansion. 

De plus, les auteurs de cette dernière étude ont démontré que le chimérisme obtenu 

appartient bien à l’unité de SP amplifiée ex vivo. 

5- L’injection intra-osseuse directe du produit d’expansion de greffon placentaire (Ando et 

al., 2006).    
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6- Les co-cultures sur cellules stromales, en tant que support de l’hématopoïèse in vitro, ont 

pris leurs places très tôt dans cette  « aventure ».  

 

En utilisant notre technologie d’expansion ex vivo de cellules CD34+ du SP (Duchez et al,. 2012),   

un essai clinique en cours (Milpied et al., 2011) montre un raccourcissement important 

d’agranulocytose après la transplantation des cellules d’une seule unité de sang placentaire 

amplifiées ex-vivo. Ceci a été rendu possible grâce à plusieurs facteurs : un milieu de culture 

particulier sans sérum complété par des antioxydants (Ivanovic et al, Transfusion 2006), un 

cocktail de cytokines contenant de SCF et MGDF qui peuvent stimuler le facteur HIF-1α ce qui 

agit positivement sur le maintien des cellules primitives (Ivanovic et al., 2011). 

 

V.B.4- Rôle du support Stromal dans l’Expansion ex vivo de Greffon du SP 

        La notion de support de l’hématopoïèse ex vivo a été inaugurée par les travaux de 

Friedenstein et Dexter. Dexter a démontré l’effet bénéfique de ces cellules stromales dans le 

maintien à long terme des progéniteurs primitifs (Dexter et al., 1977a). Plus tard, Schofield 

(Schofield, 1978) a suggéré qu’en gardant un contact physique avec un stroma approprié 

consistant en des cellules stromales associées à leur matrice extracellulaire, les CSH maintiennent 

leur caractère  souche.  

Lorsque les cellules souches sont enlevées de leurs niches et développées ex vivo, elles perdent le 

soutien et l’orientation prévus par le micro-environnement, et ne reçoivent que les signaux des 

cytokines et des facteurs de croissance exogènes contenus dans les milieux de culture. Ainsi, ce 

processus conduit préférentiellement à la différenciation au détriment de l'auto-renouvellement. 

Ce phénomène pourrait expliquer partiellement les résultats médiocres qui ont été obtenus avec 

les greffes des CSH/PH après expansion ex vivo.  

Partant de cette idée, il était cohérent d’essayer de créer un équivalent de ce micro-environnement 

in vitro et d’ailleurs, de revenir aux premiers travaux qui ont été réalisés dans le domaine de 

culture de CSH/PH ex vivo à savoir, les travaux de Dexter TM et Schofield. Cela constitue donc 

un retour en arrière pour avancer ! 

Dans la plupart de travaux expérimentaux, les premiers stromas utilisés sont des lignées 

stromales murines qui ont prouvé une certaine capacité à supporter l’expansion non seulement 
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des CSH/PH murines, mais aussi les humaines. C’est le cas notamment des lignées M2-10B4, 

MS-5 (Issaad et al., 1993), OP9, HESS-5, SPY3-2, AFT024 et FBMD-1 (Breems et al., 1998).  

Les travaux de l’équipe de Ronald Hoffman ont porté sur une lignée stromale porcine, les CE 

Microvasculaires Porcines (PMVEC). Cette lignée a permis une amélioration du produit 

d’expansion de SP en termes de progéniteurs et de cellules SRC (Rosler et al., 2000).  

Toutefois, du fait des nombreux obstacles éthiques et immunologiques pour l’utilisation des 

cellules animales chez l’Homme, il est évident qu’elles ne restent exploitables qu’en tant que 

modèle expérimental. L’utilisation de stroma humain serait donc plus appropriée.     

De ce point de vue, en se basant sur la complexité cellulaire de la couche stromale utilisée dans le 

modèle de Dexter TM, plusieurs équipes en ont sélectionné certaines sous-populations à fin de les 

utiliser comme support de l’expansion des CSH/PH ex vivo. Les principales cellules exploitées 

sont : les ostéoblastes, les CE et les cellules stromales mésenchymateuses (CSM).  

Un stroma de CE établi à partir des cellules CD34+ placentaires a permis de stimuler l’expansion 

des cellules CD34+ placentaires et d’améliorer leur viabilité de façon plus efficace que la culture 

sans stroma (Yoo et al., 2003). Il a été également montré que les CE de la veine ombilicale 

humaines (HUVEC) peuvent améliorer l’expansion des cellules CD34+ placentaires avec un 

maintien plus important des LTC-IC toujours en comparaison à la culture sans stroma (Yildirim 

et al., 2005).  

Bien que les travaux sur l’utilisation des ostéoblastes dans la modulation de l’expansion ex vivo 

de SP soient rares, ces cellules ont montré un effet très positif dans ce domaine à l’image de 

l’étude de Mishima et al (Mishima et al., 2010).  

Etant donné l’implication des ostéoblastes dans la niche hématopoïétique, l’idéal serait de les 

exploiter ex vivo afin d’extrapoler les interactions régulant l’hématopoïèse in vivo. Toutefois, la 

relative complexité de manipulation des ostéoblastes in vitro, ainsi que le manque de disponibilité 

face aux difficultés d’obtention, contribuent fortement à diminuer leurs chances de devenir un 

outil clinique dans ce domaine.    
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V.C. Rôle de Cellules Stromales Mésenchymateuses dans l’Expansion ex vivo de Greffons 

hématopoïétiques 

 

V.C.1 - Rôle de CSM dans l’Expansion ex vivo de Greffons médullaires et CSP 

       Il a été démontré par plusieurs études qu’en cultivant des CSP CD34+ avec un stroma 

humain, la qualité du greffon obtenu après l’expansion est améliorée par rapport à une culture 

sans stroma où l’expansion demeure très modérée (Li N et al., 2007; Drouet et al., 2005; daSilva 

et al., 2005; Gonçalves et al., 2006). 

L’équipe de Almeida-Porada, en montrant l’effet bénéfique des CSM sur l’expansion de cellules 

CD34+ médullaires y compris en milieu sans sérum, a constaté que les CSM allogéniques sont 

plus efficaces que des cellules autologues. Ce point est primordial pour amplifier et faciliter 

l’exploitation de CSM dans ce domaine (Gonçalves et al., 2006; daSilva et al., 2005).    

Les CSP CD133+ qui sont, selon plusieurs auteurs, plus primitives que les cellules identifiées par 

le marqueur CD34, peuvent être amplifiées idéalement en co-culture (Kawano et al., 2006; 

Alakel et al., 2009). La co-culture avec un stroma humain immortalisé a permis d’obtenir une 

expansion comparable même à celle des cellules CD34+ placentaires, malgré un nombre de 

progéniteurs total qui reste inférieur (Kawano et al., 2006).  

Dans une étude française sur un modèle de babouin ayant reçu des CSP CD34+ humaines 

irradiées puis cocultivées et perfusées avec des CSM (Drouet et al., 2005), les auteurs ont montré 

le bénéfice des CSM à la fois sur la survie des cellules CD34+ in vitro et sur la reconstitution 

hématopoïétique in vivo des babouins irradiés létalement. Les auteurs suggèrent que cet effet peut 

être expliqué par la diminution de l’apoptose et l’effet positif synergique des cytokines exogènes 

avec les CSM, ajoutant aussi la réparation rapide de la niche médullaire lésée (suite à 

l’irradiation) par les CSM administrées. Ce type d’approche pourrait éventuellement être 

envisagé pour améliorer la prise en charge des malades de l’irradiation accidentelle. 

Un autre essai clinique a reposé sur l’expansion d’une aspiration de moelle osseuse dans  une 

culture dynamique avec des cellules stromales. Au bout de 12 jours de culture, le produit de 

l’expansion, y compris les cellules stromales, a été perfusé conjointement avec des cellules 

CD34+ CSP mobilisées (non amplifiées) (Pecora et al., 2001). Les auteurs constatent que, malgré 

la pauvreté du matériel de départ et malgré une expansion relativement faible, le stroma a 

finalement amélioré la prise de greffe in vivo et accéléré la reconstitution plaquettaire. Cette 
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stimulation de la mégacaryopoïèse a été prouvée dans plusieurs travaux in vitro où on a constaté 

que les CSM rentrent en interaction directe avec des progéniteurs mégacaryocytaires (exprimant 

notamment le CD41+) (Cheng et al., 2000a; Huang et al., 2007). 

 

V.C.1 - Rôle de CSM dans l’Expansion ex vivo de Greffons SP 

       Il faut noter que la culture ex vivo représente un système d’une complexité extraordinaire et 

la variation d’un seul des nombreux composants de culture suffit pour obtenir des résultats 

complètement différents, ce qui est parfaitement établi avec l’expansion de SP. La participation 

des CSM aux protocoles d’expansion de SP a surement encore augmenté cette complexité, ce qui 

peut probablement expliquer le retard de son application sur le SP en comparaison aux autres 

greffons hématopoïétiques.   

D’abord, il a été observé que la co-culture de CSM avec des cellules de SP pourrait reproduire, 

même partiellement, les interactions liant les CSH au micro-environnement médullaire (Etheridge 

et al., 2004; Kadereit et al., 2002; Zhang et al., 2003). En effet, des foyers d’hématopoïèse ont été 

mis en évidence pendant la co-culture, montrant ainsi qu’il existe réellement des interactions 

directes CSH (placentaire)/CSM et que les CSM n’agissent pas simplement en tant que couche 

nourricière (McNiece et al., 2004). 

Puis, les CSM d’origine médullaire ont prouvé dans nombreuses études une capacité indéniable à 

soutenir l’expansion ex vivo des greffons placentaires destinés à reconstituer une hématopoïèse in 

vivo (Magin et al., 2009; McNiece et al., 2004; Robinson et al., 2006; Fei et al., 2007; Yamaguchi 

et al., 2001; 2002a; 2002b; Van Overstraeten- Schlögel et al., 2006). 

Les expériences et les connaissances établies suite à toutes ces études ont permis à Robinson de 

développer une étude à l’échelle clinique (Robinson et al., 2006) et puis la valider pour effectuer 

la seule étude clinique (à notre connaissance) dans l’expansion de greffons placentaire en co-

culture avec des CSM médullaires (Robinson et al., 2011). Dans ce travail, l’expansion 

concernait des unités SP pauvres en CMN et co-cultivées avec des CSM médullaires 

(allogéniques ou originaires des parents) en présence de 100 ng/mL de SCF, FL, G-CSF et de 

TPO pendant 14 jours en 2 étapes. Après un traitement myéloablatif, la greffe a été réalisée avec 

une unité décongelée non manipulée perfusée simultanément avec celle amplifiée, soit au total 

9.5×107 MNC/kg et 8.2×105 CD34+/kg. Les résultats se sont avérés encourageants d'autant plus 
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que les patients récupèrent de la neutropénie et la thrombopénie après 14,5 jours et 30 jours 

(valeur médiane) respectivement (Robinson et al., 2011).  

Par ailleurs, il a été établi que les CSM originaires du placenta et du SP ont des caractéristiques 

phénotypiques et fonctionnelles au moins comparables à celles d’origine médullaire et sont 

capables d’induire une expansion ex vivo importante de cellules CD34+ placentaires (Zhang et al., 

2004; Jang et al., 2006; Huang et al., 2007; Wang et al., 2004). Pour Jang et al, les CSM 

placentaires se sont même avérées plus efficaces par rapport aux CSM médullaires dépendant, a 

priori, de leur primitivité et de leur sécrétion constitutive du GM-CSF (Jang et al., 2006). 

 

Le cordon ombilical (gelée de Wharton) a représenté une nouvelle source accessible et sans 

risque (déchet post-partum!), riche en CSM possédant une capacité importante de soutien de 

l’hématopoïèse ex vivo (Magin et al., 2008; Bakhshi et al., 2008). En effet, ces CSM ont montré 

leur aptitude à stimuler l’expansion de cellules CD34+ du SP de façon plus importante que celle 

de BMMSC ou que les HUVEC. Les auteurs ont aussi noté l’intérêt de l’utilisation d’un milieu 

sans sérum et de maintenir un taux stable de glutamine dans le milieu de culture qui doit-être 

changé régulièrement (Magin et al., 2008). Une équipe japonaise (Hayashi et al., 2009) a montré 

qu’en cultivant les cellules CD34+ placentaires irradiées, ayant donc une capacité d’expansion 

inférieure à celle des cellules CD34+ « normales », avec les CSM originaires du cordon ombilical, 

leur potentiel clonogénique augmente significativement par rapport à celles cultivées dans un 

milieu sans stroma. Pour Wagner W, ces CSM du cordon ont une capacité de soutien de 

l’hématopoïèse équivalente à celle des CSM médullaires, permettant de préserver la primitivité 

des cellules hématopoïétiques (Wagner et al., 2007b). Par ailleurs, il a observé que les CSM de 

tissus adipeux induisent plutôt la différenciation au détriment de l’auto-renouvellement.  

Récemment, Mizokami et al ont isolé des CSM à partir de la membrane amniotique et ont montré 

leur potentiel d’induire l’amplification ex vivo de cellules hématopoïétiques placentaires 

(Mizokami et al., 2009). 

Etant donné la perte cellulaire majeure au cours des différentes procédures de sélection ayant 

pour but d’enrichir le greffon en cellules primitives, plusieurs équipes ont co-cultivé les CMN ou 

même l’unité placentaire totale avec les CSM (McNiece et al., 2004; Robinson et al., 2006). 

Partant de la même idée, Robinson SN et al ont développé une culture en deux phases et ont 
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trouvé que l’expansion des cellules du SP non manipulées en co-culture avec les CSM est 

largement supérieure à celle des cellules CD133+ en culture liquide sans stroma.  

Certaines équipes ont utilisé les CSM médullaires après irradiation avant d’initier la co-culture 

afin d’inhiber leur prolifération (Yamaguchi et al., 2002b; Madkaikar et al., 2007). Madkaikar et 

al. ont montré que ce stroma est apte à stimuler l’expansion des cellules CD34+ du SP, ce qui se 

traduit par une amplification des cellules totales et des cellules primitives plus importante que 

celle avec la culture liquide sans stroma ; ils ont par ailleurs noté l’absence d’éventuelle anomalie 

au niveau des CSM irradiées (Madkaikar et al., 2007). 

La problématique liée à l’utilisation des produits d’origine animale (lignées stromales, sérum de 

cheval, sérum de veau fœtal.. etc) a conduit un nombre croissant d’équipes à utiliser des milieux 

dépourvus du sérum (Fei et al., 2007; Yao et al., 2004). Dans ce sens, da Silva et al ont observé 

que le milieu sans sérum ne modifie pas la qualité de l’expansion de greffons de cellules CD34+ 

placentaires ou médullaires après une co-culture avec les CSM humaines ; au contraire, cette 

culture sans sérum a induit une expansion très importante des cellules d’intérêt (da Silva et al., 

2005; Gonçalves et al., 2006).  

Les milieux sans sérum pouvant contenir des quantités non négligeables des protéines animales, 

certains auteurs ont donc eu recours à des produits purement humains tels que le milieu 

placentaire conditionné (Chivu et al., 2004) ou le sérum humain (Yamaguchi M et al.,   2002)). 

En effet, après avoir travaillé sur des lignées murines avec des sérums animaux, Yamaguchi a 

effectué l’expansion de cellules CD34+ placentaires sur des cellules stromales médullaires 

humaines en utilisant cette fois un milieu contenant du sérum AB humain. Ce sérum humain peut 

être originaire du donneur comme du receveur. L’expansion s’est avérée aussi efficace avec le 

sérum humain qu’avec le sérum animal et a permis l’obtention d’un taux de cellules primitives 

SRC assez important (Yamaguchi et al., 2002a; 2002b). Dans cette étude, un effet synergique du 

cocktail de cytokines utilisé a été observé.   

Finalement, du fait de la contribution des CSM dans la réorganisation du micro-environnement 

médullaire lésé suite à certains traitements (in ’t Anker et al., 2003; Noort et al., 2002), il apparait 

rationnel et bénéfique sur le plan clinique de greffer tout le contenu du produit d’expansion y 

compris les CSM après une co-culture notamment chez les sujets ayant subis une chimiothérapie. 

De plus, les propriétés immunomodulatrices des CSM peuvent également avoir des 

retentissements positifs sur la greffe (Le Blanc et al., 2003; 2004; Rasmusson et al., 2003).   
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         La logique de l’expansion ex vivo du greffon hématopoïétique est basée sur l’idée que le 

succès de la prise de greffe repose sur son efficacité à long terme et sur le raccourcissement 

maximum de la durée de l’aplasie post-greffe qui sont liées respectivement, au nombre de 

cellules primitives et de progéniteurs engagés présents dans le greffon après expansion. Ainsi, les 

conditions optimales de l’expansion sont celles qui assurent la production d’une quantité 

optimale de progéniteurs et de cellules matures tout en maintenant le compartiment des CSH afin 

de ne pas affecter l’efficacité de la prise de greffe à long terme.         

En réalité, le maintien des cellules hématopoïétiques primitives pendant l’expansion en culture 

liquide en vue de greffe est assuré par une culture à de BC-O2 (1 - 5% d’O2) qui protègeraient les 

CSH ainsi que les CSM du stress oxydatif. Ces BC-O2 induiraient la prolifération, la sécrétion 

cytokinique et probablement la différenciation de CSM vers les lignées cellulaires qui sont 

également bénéfiques pour les CSH. Comme la co-culture avec CSM module convenablement 

l’expansion des CSH/PH stimulée par les cytokines exogènes, nous avons émis l’hypothèse que 

la co-culture de CSM avec les CSH/PH à de BC-O2, qui représente un rapprochement des 

conditions physiologiques, permettrait de mettre ces phénomènes biologiques en synergie et 

devrait considérablement améliorer la quantité et la qualité des cellules hématopoïétiques 

obtenues à l’issue de l’expansion (Figure 15).  

L’objectif principal de ce travail consiste donc à vérifier l’hypothèse selon laquelle les 

conditions (CSM et BC-O2) que réunit notre modèle expérimental d’expansion ex vivo des 

greffons hématopoïétiques sont optimales pour atteindre notre but final à savoir, le 

développement d’un greffon riche à la fois en cellules primitives (SRC, Pré-CFC) assurant la 

prise de greffe à long terme et en progénitrices engagées contribuant à raccourcir la période de 

cytopénie post-greffe. 

Par ailleurs, lors de cette étude nous aborderons également (objectifs secondaires) :  

(i) d’une part, l’étude du rôle de l’interleukine IL-3 à faible dose (0,5 ng/µL) dans la qualité 

de l’expansion et notamment dans le maintien de la primitivité cellulaire ;   

(ii) d’autre part, l’étude préliminaires des mécanismes impliqués dans « le dialogue » CSH  

CSM aux BC-O2. 

 

D’autres informations importantes peuvent être tirées suite à cette étude. D’une part, s’assurer 

que notre recours au milieu sans sérum, qui répond en effet aux exigences sanitaires, n’influe pas 
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négativement sur la culture. D’autre part, conclure quant à l’efficacité du cocktail de cytokines de 

notre culture en association avec les autres conditions.    

 

Ce travail pourrait en effet contribuer à améliorer les essais expérimentaux, pré-cliniques et 

cliniques remarquables dans ce domaine (Cheng et al., 2000a; Yamaguchi et al., 2001; 2002a; 

McNiece et al., 2004; Robinson et al., 2011).  

  

 

O2
CSHCSH

CSM

Modèle expérimental

Cytokines

« Normoxie In situ »

 
Figure 15 : Illustration du modèle expérimental.  

L’expansion ex vivo de CSH/PH est induite sous l’action de cytokines exogènes, les CSM et les 
BC-O2 (normoxie in situ) ont pour effet de réguler et équilibrer cette stimulation excessive dont 
les « victimes » principales sont les cellules primitives. Ceci permet donc de préserver l’ensemble 
des éléments de greffons.  
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II.  Préparation des cellules et culture cellulaire  

II.A. Unité de sang placentaire 

        Les échantillons de sang placentaire SP (source de nos cellules CD34+) ont été collectés 

(après le consentement éclairé des mères) dans des poches stériles contenant des anticoagulants 

(citrate, phosphate et dextrose (CPD)) et livrés à l'unité de thérapie cellulaire de l'Etablissement 

Français du Sang Aquitaine-Limousin, site de Bordeaux. 

Seuls les échantillons ne répondant pas aux critères de mise en banque (poids < 100 g ou nombre 

de cellules CD34+ < 2×106) ont été utilisés dans nos expériences. Les échantillons sont traités 

dans un délai ≤ 48 heures. 

 

II.A.1. Isolement des cellules mononuclées (CMN)  

        L’échantillon de SP a tout d’abord été dilué au demi avec du tampon PBS 10% ACDA 

(citrate de sodium, acide citrique et glucose anhydre) contenant 2 mM d’EDTA afin d’éviter 

l’agrégation des plaquettes. Puis, l’ensemble a été ajouté sur de l’HES (Hydroxyéthyl amidon) 

pour limiter l’agrégation des érythrocytes. Finalement, du Ficoll (d = 1077 g/l, Lymphoprep 

Nyegaard, Oslo, Norvège) a été déposé à la pipette au fond du tube, sous le sang dilué. Après 

centrifugation de 25 minutes (dont 5 minutes à 400 t/m permettant la formation de l’anneau de 

CMN à la surface de Ficoll et 20 minutes à 2400 t/m permettant aux érythrocytes et aux 

granulocytes de se déposer au fond du tube), les anneaux blancs formés à la surface du ficoll et 

contenant les CMN ont été recueillis. Celles-ci ont été ensuite lavées deux fois avec du tampon de 

sélection composé de PBS 0,5% albumine et d’EDTA (2 mM). 

 

II.A.2. Purification des cellules CD34+  

       La fraction CD34+ a été isolée par sélection positive immunomagnétique avec le passage sur 

colonnes de sélection (système MiniMACS) en une ou deux étapes (kit direct ou indirect 

respectivement, Miltenyi Biotec, Gladbach, Allemagne et Miltenyi Biotec GmbH, Paris, 

respectivement) selon les instructions du fabricant. 

La sélection indirecte comporte 2 étapes d’incubation des cellules :  

(a) une première incubation avec  (i) une solution « Blocking reagent » qui a pour fonction de 

saturer les récepteurs au fragment Fc des Immunoglobulines (Ig) et ainsi d’exclure les fixations 

non spécifiques des anticorps anti-CD34, et (ii) une solution Hapten-Antibody CD34 ;  
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(b) après une étape de lavage, la seconde incubation est réalisée avec des billes magnétiques anti-

Hapten. 

 

La sélection directe comporte quant à elle une seule étape d’incubation avec une solution 

d’anticorps anti-CD34 directement couplés aux billes magnétiques. Les quantités de réactifs 

utilisées sont celles indiquées dans les instructions du fabricant et sont conditionnées par le 

nombre de cellules CMN. L’incubation est réalisé à l’obscurité à +4°C sous agitation pendant 15 

ou 30 minutes selon la procédure, une ou deux étapes respectivement.  

Après incubation, les cellules sont lavées en tampon de sélection par centrifugation, puis passées 

à travers une colonne MACS placée dans un champ magnétique permettant la rétention des 

cellules CD34+ (ayant fixé l’anticorps et les billes magnétiques). Les cellules CD34+ sont 

finalement obtenues par élution de la colonne et sont ensuite comptées sur lame de Malassez. Un 

test d’exclusion des cellules mortes est réalisé par dilution des cellules avec du Bleu de Trypan.  

Enfin, l’efficacité de la sélection est évaluée par cytométrie en flux grâce au marquage d’un 

aliquote des cellules avec un anticorps anti-CD34 couplé à un fluorochrome. Seuls les 

échantillons dont la pureté est ≥ 85%  de cellules CD34+ sont retenus pour nos expériences. 

 

Lorsque cela s’est avéré nécessaire (analyse de l’expression du marqueur CD133 et de l’activité 

d’ALDH), une sélection des cellules CD34+ à la fin de la culture/co-culture primaire (C1) a été 

réalisée selon cette même procédure. 

 
II.B. Préparation de la couche adhérente de CSM  

         Les CSM utilisées dans nos études ont été isolées à partir de la moelle osseuse de donneurs 

sains (crête iliaque) retenue sur les filtres utilisés lors de la préparation des greffons 

hématopoïétiques allogéniques. Après lyse des globules rouges au chlorure d'ammonium (8.2 

mg/mL ; Sigma-Aldrich, France), les cellules de la moelle osseuse ont été cultivées dans du 

milieu α-MEM (Minimum Essential Medium Alpha Modification, BioWhittaker, Lonza, 

Verviers, Belgium) complémenté avec 10% de Sérum de Veau Fœtal (SVF) (HyClone Perbio, 

France), 100 unités/mL de pénicilline, 100 μg/mL de streptomycine (Cambrex BioWhittaker, 

Walkersville, MD, USA), 2 mM de glutamine (Sigma- Aldrich, France) et 1 ng/mL de FGF-2 

(PeproTech, Levallois Perret, France) ; l’ensemble est dénommé «milieu α-MEM complet"). 
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Après 3 à 4 jours de culture à 37°C, 5% de CO2, les cellules non adhérentes ont été éliminées 

pour ne conserver que les cellules adhérentes et le milieu a été renouvelé. Une fois à confluence, 

les cellules adhérentes, principalement des CSM, ont été décollées du support de culture à la 

trypsine (Trypsin/EDTA, Lonza, Verviers, Belgium), comptées et remises en culture à une 

concentration de 103/cm² pendant 1 à 3 semaines. Les CSM ainsi préparées ont ensuite été 

utilisées directement ou après cryo-conservation. Pour les expériences de co-culture ainsi que 

pour l’étude de sécrétion des cytokines, les CSM décongelées (comprises entre passage P1 à P5) 

ont été incubées en plaques de 12 puits (2.5×104/mL/puits ce qui correspond à environ 8 000 

cellules/cm2) dans le milieu α-MEM complet à 37°C et dans une atmosphère 5% CO2 et 95% 

d'air saturé en eau,  jusqu'à l’obtention d’une monocouche confluente 2 ou 3 jours plus tard. Pour 

les études de phénotype, de production de CFU-F et de prolifération, la culture de CSM 

(comprises entre passage P1 à P5) a été réalisée en flasques de T 75 cm2 (Nunc, Denmark).    

 

III. Analyse des CSM  

III. A. Analyses fonctionnelles - colonies CFU-F (Colony Forming Unit - Fibroblast) 

        Ensemencées à faible concentration, les CSM (issues des passages de P1 à P5) forment des 

colonies cellulaires fibroblastiques dont le taux par rapport au nombre de cellules totales 

présentes dans une préparation donnée reflète l’enrichissement en cellules primitives. Ces 

colonies sont ainsi appelées Colony-Forming Unit-Fibroblast (CFU-F) (Figure 16). 

Environ 600 CSM ont été ensemencées dans des boites de Petri 56.7 cm2 (Nunc, Denmark) dans 

10 mL de « milieu α-MEM complet » pendant 14 jours à 37 °C. A ce terme, les colonies ont été 

lavées avec du PBS puis colorées avec une solution de Giemsa (Sigma-Aldrich) pendant 5 

minutes à température ambiante ; elles ont ensuite été rincées à l’eau distillée puis séchées pour 

être dénombrées à l'aide d'un microscope inversé (Leica). 
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et à l’obscurité. Elles ont ensuite été lavées et puis resuspendues dans du PBS. Les échantillons 

ont finalement été analysés à l’aide du cytométre en flux (FACSCalibur, Becton Dickenson). 
 

Tableau 5 : Les anticorps monoclonaux utilisés pour le phénotypage de CSM.   

 

IV. Congélation et Décongélation des cellules 

IV.A. Congélation des cellules 

        Des culots cellulaires de 0,5×106 à 106 CSM ou de cellules CD34+ ont été préparés par 

centrifugation à 2500 ou à 1500 t/m respectivement, durant 10 minutes et ont été remis en 

suspension dans 900 μl de SVF. 900 µL de solution de congélation (SVF contenant 20% de 

DMSO (diméthylsulfoxyde, B. Braun Medical, Boulogne, France) ont été ajoutés goutte-à-goutte 

sur la suspension cellulaire. La concentration finale en DMSO est donc de 10%. 

L’intégralité de cette manipulation a été réalisée sur glace. Très rapidement, les cellules ont été 

transférées dans des cryotubes puis placées durant quelques jours à -80 °C. Le stockage à long 

terme a ensuite été réalisé en azote liquide (environ -180°C). 

 
IV.B. Décongélation des cellules 

        Chaque cryotube contenant des cellules congelées a été placé dans un bain-marie 

préalablement chauffé à 37 °C. Dès la décongélation terminée, la suspension cellulaire a été 

ajoutée goutte-à-goutte sur 10 mL de milieu de culture froid contenant 20% SVF afin de ne pas 

soumettre les cellules à un choc thermique- osmotique et à la toxicité directe du DMSO. Les 

cellules ont été centrifugées puis lavées une nouvelle fois avec du milieu de culture (voir 

paragraphe co-culture ci-après). Elles ont ensuite été remises en suspension dans du milieu de 

culture et les cellules viables ont été dénombrées sur lame de malassez et un test d’exclusion des 

cellules mortes a été réalisé avec du  bleu de trypan. 

BD Pharmingen, 
Pont-de-Claix, 
France 

PE Mouse anti-human [CD73 (Cat : 550257), CD200 (Cat : 552475), 
CD146 (Cat : 550315), CD271 (Cat : 557196), CD49a (Cat : 
559596)] ; PE-CyTM 5 Mouse anti-human CD54 (Cat : 555512) ; FITC  
Mouse anti-human CD106 (Cat : 551146) ; PerCP-CyTM 5.5 Mouse 
anti-human CD105 (Cat : 560819) ; PE-Cy™ 5 CD90 (Cat : 555597).  

BD, Bioscience, San 
Jose, CA, USA 

CD34 PE (8G12) (Réf : 345802) ; CD13 PE (Réf : 347406) ; CD45 
FITC (2D1) (Réf : 345808) 
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V. Culture simple et Co-culture sur CSM des cellules CD34+ - Culture liquide primaire C1 

       Les cellules CD34+ purifiées ont été mises en expansion par culture (2×104/mL/puit) avec ou 

sans couche de CSM dans des plaques de 12 puits (Nunc, Denmark) pendant 10 jours. La culture 

a été réalisée dans un milieu sans sérum Stem Alpha A (Stem Alpha SA, St. Genis l’Argentière, 

France) supplémenté avec un cocktail de cytokines humaines [SCF et G-CSF (Amgen-Roche, 

neupogen, en concentration de 100 ng/mL chacun), TPO (Peprotech; 20 ng/mL) avec ou sans 

l’ajout de l’IL-3 (Recombinant Human rHu ; Pepro Tech, London; 0,5 ng/mL)]. 

Les cultures ont été incubées à 37°C sous différentes concentrations d’oxygène : 20 (Incubator 

Igo 150 Cell Life, Jouan, St. Herblain, France), 5% ou 1,5% d’O2 (Proox Culture Chamber with 

O2 and CO2 regulators BioSpherix, Ltd., Redfield, NY, USA http://www.biospherix.com) (Figure 

17) dans une atmosphère saturée en eau et enrichie en CO2 (5%). Après 10 jours de culture (J10), 

les cellules représentant le produit d’expansion ont été récupérées (suite à une série 

d'aspirations/refoulements pour détacher les cellules adhérentes) et lavées avec du milieu Iscove 

basale (Biochrom AG, Berlin, Allemagne). Cette technique nous a permis de décoller et 

récupérer la quasi totalité des cellules dans les boites de culture ainsi que d’éviter les potentiels 

effets nocifs liés aux traitements enzymatiques.    

Les cellules viables ont été identifiées et dénombrées (test d’exclusion des cellules mortes au bleu 

de trypan) avant d’être analysées comme décrit plus loin.  

 

 
Figure 17 : Système de mini-chambre à O2 contrôlé.  
Cette chambre est placée dans un incubateur à température et humidité contrôlées, et est reliée 
avec un contrôleur d'oxygène ProOx (indirectement par injection d’azote) ainsi qu’à un 
contrôleur de CO2.   
 

Il faut signaler que l’utilisation de milieu sans sérum a pour but de respecter les exigences 

sanitaires consistant à diminuer le plus possible le risque de maladies transmissibles.  

http://www.biospherix.com/
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Quant au cocktail de cytokines, nous nous sommes reférés aux expérimentations dans le domaine 

de l’expansion qui montrent que la combinaison de TPO, ayant un effet positif sur l’amplification 

des CSH/PH (Kaushansky, 2005), avec le SCF (Luens et al., 1998) présente un effet positif sur 

l’expansion. L’addition du G-CSF, agissant sur la différenciation des précurseurs granulocytaires 

avec une action sur les progéniteurs primitifs, et de l’IL-3 renforce encore cette synergie en 

modulant la forte stimulation de la la différenciation. Par ailleurs, les cytokines décrites dans ce 

cocktail sont maintenant disponibles sur le marché des molécules de grade clinique.  Son utilité 

est demontrée dans plusieurs travaux (Reiffers et al., 1999; McNiece et al., 2004; Robinson et al., 

2006; 2011). 

 

V.A. Analyses par Cytométrie en Flux (CMF) 

V.A.1. Expression des Antigènes Membranaires 

        A la fin de la culture C1, les cellules ont été lavées avec du milieu Iscove basal, une partie 

du produit d’expansion a été mise en suspension dans du PBS (Phosphate Buffer Saline) et 

incubée pendant 20 minutes, dans l’obscurité, avec les anticorps monoclonaux spécifiques du 

type de phénotypage considéré. 

Pour la différenciation vers les différentes lignées hématopoïétiques, les cellules ont été incubées 

en présence des anticorps: anti-CD33 et CD13 (marqueurs myéloïdes), anti-CD19 (marqueur 

lymphoïde), anti-CD41 et CD61 (marqueurs mégacaryocytaires) et anti-CD34.  

Pour l'analyse de cellules indifférenciées (primitives), l’anticorps anti-CD133 (Hess et al., 2006) 

a été utilisé en combinaison avec l’anti-CD34 et la mesure d'activité de l’enzyme ALDH. Le 

marqueur CD90 a été également testé. 

Les molécules d’adhésion, VLA-4 (CD49d), LFA-1 (CD11a), CXCR-4 (CD184) ont également 

fait l’objet d’une évaluation par CMF sur la population CD34+ sélectionnée à la fin de culture.   

L'anti-CD45 (marqueur pan-hématopoïétique) a été utilisé pour exclure les cellules non-

hématopoïétiques (les CSM dans le cas présent) de l'analyse. 

Tous ces anticorps ont été conjugués avec un des fluorochrome suivants : FITC, PE, PerCP ou 

APC (comme le mentionne le tableau 6). Des isotypes spécifiques de chaque anticorps et 

conjugués au fluorochrome correspond ont été utilisés pour déterminer le seuil de positivité de 

l’expression des marqueurs. 
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A la fin de l’incubation, les cellules ont été lavées, remises en suspension et analysées par 

cytométrie en flux (FACSCalibur, Becton Dickinson).  

 

Tableau 6 : Liste des anticorps monoclonaux utilisés pour l’analyse phénotypique du 
produit d’expansion. 

 

V.A.2. Activité de l’enzyme Aldéhyde Déshydrogénase (ALDH) 

       La forte activité de l'ALDH est connue comme marqueur des progéniteurs et des cellules 

souches hématopoïétiques fraîchement isolées (Hess et al., 2006). 

Le marquage ALDH a été réalisé avec le kit Aldefluor (StemCell Technologies, Grenoble, 

France) selon les instructions du fabricant. Brièvement, 1 µL de substrat activé fluorescent, 

Aldefluor (BAAA, BODIPY® aminoacetaldehyde) a été ajouté à 0,1×106 cellules CD34+ 

(purifiées à J0 et à J10) (en suspension dans 100 µL d’Aldefluor assay buffer. Les cellules ont été 

incubées pendant 30 à 60 minutes à 37°C pour permettre au substrat d’entrer dans les cellules par 

diffusion passive puis sa conversion en BAA (BODIPY® – aminoacetate) qui est chargé 

négativement et donc retenu dans les cellules. Selon ce principe, plus l’activité ALDH des 

cellules était importante, plus la conversion et la quantité de BAA- retenue était importante, et 

plus les cellules émettaient de fluorescence. 

Un témoin de spécificité de la réaction a été réalisé sur un aliquote de cellules incubées avec le 

substrat Aldefluor BAAA et 1 μl l’inhibiteur spécifique de l’enzyme ALDH (DEAB). Les 

BD PharMingen, Pont-
de-Claix, France 

PE Mouse anti-human [CD33 (Cat : 555450), CD11a (Cat : 
555384), CD49d (Cat : 555503), CD19 (Cat : 555413)] ; PE 
anti-human CD41 (Cat : 555467) ; FITC Mouse anti-human 
CD90 (Cat : 555595) ; APC Mouse anti-human CD184 (Cat : 
555976) ; Mouse γ1 APC (X40) (Réf : 345818) ; PE Mouse 
IgG1κ Isotype (Cat : 555749)   

BD, Bioscience, San 
Jose, CA, USA 

CD34 PE (8G12) (Réf : 345802) ; CD13 PE (Réf : 347406) ; 
CD61 FITC (Réf : 347407) ; CD45 PerCep (2D1) (Réf : 
345809), CD33 APC (P67.6) (Réf : 345800) ; APC Mouse 
IgG2a κ Isotype (Cat : 555576) ; CD45 FITC (2D1) (Réf : 
345808) 

Miltenyi Biotechnology, 
Gladbach, Germany 

CD133/2 (293C3)-APC human ; Mouse IgG2a-APC 
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cellules ont ensuite été marquées avec les anticorps humains CD34-PE et CD133-APC et 

analysées par cytométrie en flux. Pour l’activité d’ALDH, la fluorescence émise a été mesurée 

dans le canal vert.  

 

V.B. Détection des cellules progénitrices CFC (Colony-Forming Cell) – culture semi-solide  

        Afin de détecter les progéniteurs hématopoïétiques engagés, les cellules CD34+ fraîchement 

isolées ou récoltées à J10 de culture ont été ensemencées dans le milieu semi-solide Stem Alpha 

1D (méthylcellulose complémentée en des facteurs de croissance humains (IL-3, IL-6, IL-11, 

SCF, EPO, GM-CSF et G-CSF) et matières nourricières) (Stem Alpha SA) en boîtes de Pétri (250 

cellules/mL) ou en plaques 24 puits (0,5μL de suspension cellulaire/250μL) (Nunc, Danemark) 

(Ivanovic et al., 2004). 

Après 14 jours d'incubation à 37°C dans une atmosphère saturée en humidité à 20% d’O2 et 5% 

de CO2, les CFC [unités formant des colonies de granulocytes-macrophages (CFU-GM), Burst 

unités formant-érythroïdes (BFU-E) et unités formant des colonies-Mix (CFU-Mix)] (> 50 

cellules) ont été énumérées à l'aide d'un microscope inversé (Leica). 

 

V.C. Détection des progéniteurs primitifs Pré-CFCs (Culture liquide secondaire C2 + 

culture semi-solide) 

        La production de progéniteurs engagés lors d'une culture secondaire à long terme (C2) 

reflète la présence et la quantité de la population primitive (pré- CFC) située hiérarchiquement 

entre le stade de progéniteurs et celui de cellules souches et obtenue à l’issue de la culture C1 

(Ivanovic et al., 2000; 2002; Kovacevic-Filipovic et al., 2007). Au terme des 10 jours de culture 

C1, les cellules produites (obtenues à partir de 20 000 cellules CD34+ à J0) ont été récoltées, 

lavées et remises en suspension dans 1 mL de milieu. La C2 a été initiée à partir de 200 μl de 

chaque suspension cellulaire C1 et le volume a été ajusté à 1 mL avec le milieu identique à C1. 

La culture C2 a été maintenue 8 semaines à une concentration d’O2 de 20% ; une demi-déplétion 

de la culture compensée par l’ajout de milieu frais (y compris les cytokines) a été effectuée 

chaque semaine (Figure 18). Un aliquote (identique dans toutes les conditions) de la suspension 

cellulaire a été également placé chaque semaine en méthylcellulose afin de détecter et déterminer 

le nombre de progéniteurs engagés (CFC) produits au cours de C2, comme mentionné ci-dessus. 
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VI. La production des cytokines 

          Les études quantitatives de la production de cytokines au cours de C1 (culture simple de 

cellules CD34+ et co-culture sur CSM) et de la culture de CSM seules (à 20 et 5% d'O2) ont été 

réalisées par la technique Luminex (Luminex Multiplex Bead Immunoassay).  

Cette technique présente plusieurs avantages par rapport à un dosage ELISA (Enzyme-Linked 

Immunosorbent Assay), couramment utilisé pour quantifier les cytokines, notamment au niveau 

du temps, du coût, du besoin en matériel (volume requis très faible) et de la fiabilité des résultats. 

Cette technique est basée sur l’utilisation de microsphères (microbilles) de polystyrène comme 

support d'antigène. Ces billes sont colorées par un mélange de deux marqueurs fluorescents dans 

des proportions variables produisant ainsi 10 niveaux de fluorescence pour chaque couleur. Un 

panel de 100 billes peut être inclus dans un même puits d’analyse, chaque bille étant spécifique 

d'un antigène donné, ce qui rend ce système multi-analytique assez puissant. 

La réaction antigène-anticorps est révélée par l'ajout d'un conjugué fluorescent. Les billes passent 

dans un « fluorimètre » en flux devant deux faisceaux de laser, l’un permettant d'identifier la 

couleur de la bille, donc l'antigène qui la recouvre, et le second de quantifier l'intensité de la 

réaction.  

Dans nos expériences, l’acquisition, l’analyse et l’interprétation ont été en partie réalisées 

manuellement grâce à Cytometric Bead Array (CBA) system avec un cytomètre en flux classique 

et en partie à l’aide de l’appareil Luminex 100 (effectuées à la Plateforme de Microdosages et 

Phénotypage du Petit Animal- IFR65- Paris).  

Pour des raisons techniques la condition de 1,5% d’O2 n’a pas été effectuée.  

Les différentes cultures et co-cultures de cellules CD34+ et de CSM seules (récapitulées dans le 

Tableau 7) ont été réalisées à 5% d’O2 (BC-O2) et à 20% (contrôle) pendant une durée de 10 

jours. Le milieu Stem alpha A complémenté par TPO, SCF, G-CSF et IL-3 a été utilisé pour les 

cellules CD34+ en culture simple et en co-culture ; la culture de CSM a quant à elle été réalisée 

en milieu α-MEM complémenté en SVF et FGF-2 (1 ng/mL).  

Pour le dosage, les surnageants de culture ont été collectés à différents temps de cultures selon le 

type de cytokines considéré : 

- à J3, IL-3, IL-4, IL-17A, TNF-α, FGF-2 et G-CSF,  

- à J2, J4 et J7 pour VEGF-A, IL-8, TPO, HGF, TGF-β1 et SDF-1 α+β  

- à J2, J3, J5 et J7 pour IL-1β, IL-6, GM-CSF et IL-10  
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Les surnageants ont ensuite été stockés à -20 et -80°C pour un stockage à court ou long terme 

respectivement. Les analyses multiplex ont été effectuées à l’aide des kits de Biosources-

Invitrogen (Invitrogen Corporation, Camarillo, Ca, USA) : IL-1 β (Li Z 2010 FEBS J), IL-10 (Li 

Z 2010 FEBS J), l'IL-6, IL-, IL-8, IL-4, IL-17A, TNF-α (Li Z 2010 FEBS J), HGF, TGF-β1, 

VEGF, FGF-2, G-CSF et GM-CSF selon le protocole du fabricant. Nous avons également eu 

recours à deux kits fournis par Millipore (St-Quentin-en-Yvelines, France) pour le dosage de 

SDF-1 α+β, TPO. Tous ces dosages sont spécifiques des cytokines humaines à l’exception du 

TGF-β1 pour lequel le dosage est multi-espèce. Pour générer une courbe standard, une série de 

dilutions des standards appropriés fournies par le fabricant a été préparée. Les limites de 

détection des cytokines étaient les suivantes: l'IL-1 β (<15 pg/mL), IL-10 (<5 pg/mL), IL-6 (<3 

pg/mL), le GM-CSF (< 15 pg/mL), VEGF (<10 pg/mL), IL-8 (<3 pg/mL), FGF-2 (<15 pg/mL), 

G-CSF (< 15 pg/mL), TNF-α (<10 pg/mL), SDF-1 α+β (<55 pg/mL), TPO (<38 pg/mL), HGF 

(<10 pg/mL), TGF-β1 (<15 pg/mL), IL-4 (<5 pg/mL), IL-17A (<10 pg/mL).  

 

Tableau 7: Les différentes conditions de cultures à partir desquelles les surnageants sont 
testés. 
 

Cultures réalisées Concentrations d’oxygène  

CD34+ + CSM 

20% 

5% 

CD34+ 

20% 

5% 

CSM 

20% 

5% 

 

VII. Expansion de cellules CD34+ avec les surnageants de culture - investigation de l’effet 

paracrine de CSM  

        Il s’agit en effet d’une analyse fonctionnelle consistant à mettre en évidence l’impact de ces 

surnageants (riches en cytokines) sur l’induction de l’expansion de cellules CD34+ placentaires. 

Les surnageants de culture prélevés au cours de C1 (culture simple/co-culture) et de la culture de 

CSM (à 20 et 5% d'O2) et analysés pour leur contenu en cytokines (comme décrit 
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précédemment), ont été ajoutés à des concentrations de 10% et 20% dans le milieu de culture de 

cellules CD34+ sous oxygénation atmosphérique à 37 °C.  

Les surnageants utilisés dans nos expériences sont ceux récoltés au troisième jour de culture. 

Les cultures sont réalisées dans des microplaques 96 puits, en volume final de 200 µL/ puits en 

milieu Stem α A et avec 2 000 cellules CD34+ ensemencées par puits. 

 

Une condition contrôle a été incluse dans l’étude s’agissant de cultures de cellules CD34+ (2 000 

cellules) réalisé dans le milieu de culture primaire C1 (sans sérum avec des cytokines TPO, SCF, 

G-CSF et IL-3) et en l’absence de surnageants de culture.  

Nous avons évalué le nombre total de cellules générées à partir de ces cultures à J 5 et à J 11 afin 

d’évaluer la contribution de l’effet paracrine de CSM sur l’expansion des cellules CD34+ en 

fonction des différentes concentrations d’oxygène. 

 

VIII. Tests Statistiques  

         Afin d’évaluer la significativité des différences observées dans nos expériences, nos 

données ont été soumises à des tests statistiques. Le test Student a été utilisé pour l’ensemble des 

expériences in vitro et un écart type moyen a été calculé (SEM, Standard Mean Error). Pour les 

expériences in vivo de greffes chez la souris, la production de colonies CFU-F et les tests 

fonctionnels sur les surnageants de culture, nous avons eu recours au test de Mann-Whitney. 

Dans tous les cas la significativité est obtenue pour p<0,05. 
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Résumé de l’article 

 

      La conclusion principale de cette étude est la suivante : l'association de concentrations d'O2 

assez faibles (1,5% d’O2) à la co-culture avec des CSM assure non seulement le maintien des 

cellules souches (SRC) du greffon, mais assure aussi l’amélioration de leur capacité de 

prolifération et d’auto-renouvellement. Ceci a été mis en évidence grâce au test de xénogreffe qui 

montre une meilleure efficacité de greffe chez les souris injectées avec des cellules provenant de 

la condition co-culture à 1.5% O2 et même supérieur au témoin de cellules J0. Ces conditions ont 

également permis de préserver une grande capacité de repeuplement de la culture secondaire 

soulignant donc le maintien de cellules avec une capacité proliférative plus importante et 

notamment de cellules très primitives (activité pré-CFC). 

Ainsi, nos résultats confirment le rôle majeur du micro-environnement - représenté dans notre 

modèle par les cellules stromales mésenchymateuses et les BC-O2 - pour le maintien des cellules 

souches en modulant la stimulation excessive par les cytokines exogènes. D’autre part, ils 

confirment notre hypothèse de départ selon laquelle la reproduction in vitro de cet 

environnement, bien qu’encore imparfaite, optimiserait le greffon hématopoïétique en termes de 

quantité et de qualité. 

De façon attendue, cette amélioration de la primitivité cellulaire a été accompagnée par une 

diminution de la stimulation de l’expansion de cellules totale, de CFC et de cellules CD34+ par 

rapport à la condition de co-culture en oxygénation classique. Cependant, il faut noter que 

l’expansion obtenue avec la co-culture aux BC-O2 était comparable à celle produite suite à la 

culture classique à 20% d’O2.     

Dans nos conditions, nous avons constaté que le taux des cellules CD34+ CD133+, ainsi que 

l’activité de l'ALDH dans la population CD34+ se comportaient à l'égard de la concentration d'O2 

de la même façon que le nombre de progéniteurs engagés, c’est-à-dire, une diminution de 

l’expression parallèle à la baisse de concentrations d’O2. Ces cellules CD34+ CD133+ et CD34+ 

ALDH+ reflètent et représentent donc en réalité très majoritairement des progéniteurs engagés (en 

quantité écrasante par rapport aux cellules primitives).  

 

L’interleukine-3 ajoutée dans nos expériences n’a pas provoqué de différenciation massive de 

CSH, mais a montré au contraire, un effet bénéfique sur leur maintien (détaillé dans le chapitre 
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suivant). Ceci est probablement lié au fait que nous l’avons utilisée à faible dose et dans un 

milieu de culture sans sérum.  

Au stade actuel de notre travail, nos résultats suggèrent que l'IL-6 dont la production par les CSM 

est stimulée à faible taux d’O2 pourrait être impliquée dans l’effet positif des BC-O2 associées 

aux CSM sur le maintien de CSH. 

Cependant, vu le vaste spectre de facteurs produits par les CSM, d’autres facteurs solubles sont 

susceptibles d’avoir une contribution dans l’intreraction CSM/(CSH/PH). C’est pourquoi, dans la 

suite de notre travail, nous avons effectué le dosage des cytokines dans les surnageants de 

cultures en réalisant également des tests fonctionnels sur ces surnageants. 

 

Ainsi, d’après les données présentées dans cette étude, nous pouvons conclure que la présence 

des cellules stromales mésenchymateuses associée à des concentrations en O2 suffisamment 

faibles pourrait fournir un point de départ intéressant pour développer une procédure d'expansion 

ex vivo de greffon hématopoïétique de grade clinique. 
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II. RESULTATS COMPLEMENTAIRES 
 

 

 

 

 

- Expansion ex vivo de cellules CD34+ en co-culture avec des CSM à basses concentrations 

d’O2 (BC-O2) 

- Rôle de l’IL-3 
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          Comme cela a été évoqué précédemment, l’IL-3 a montré, dans certaines conditions, un 

effet positif sur le maintien de CSH.  

Dans une précédente étude, notre équipe avait déjà montré que l’IL-3 à faible dose (0,5 ng/mL) 

pourrait avoir un effet positif sur le maintien de CSH dans un milieu sans sérum (Ivanovic et al., 

2004b; 2004a). Cette dose est, en effet, considérablement inferieure à celles qui figurent 

classiquement dans la littérature. Nous avons donc voulu tester la contribution d’IL-3 à cette dose 

de 0,5 ng/mL dans notre protocole d’expansion.   

Les résultats publiés dans mon article concernaient uniquement mes expériences en présence 

d’IL-3. Afin de mettre en évidence l’intérêt de cette cytokine, nous avons effectué en parallèle 

des expériences identiques mais sans IL-3 puis nous avons comparé ces résultats avec ceux en 

présence d’IL-3. Ainsi, brièvement, nous avons réalisé, dans cette condition, la co-culture de 

cellules CD34+ du SP avec des CSM à 20, à 5 et à 1,5% d’O2 pendant 10 jours et en présence des 

autres cytokines : TPO, SCF et G-CSF. Nous avons finalement évalué : 

- Le taux d’expansion de cellules totales, de progéniteurs CFC et de cellules CD34+ ;  

- Le phénotype du produit d’expansion ; 

- Le maintien de l’activité SRC (xénogreffe aux souris)   

 

D’abord, nous avons analysé l’effet de l’IL-3 dans les différentes conditions de culture primaire. 

 

II.A. Effet d’IL-3 sur le taux d’expansion de cellules totales   

         Comme ce que montre la Figure (20), au niveau du taux d’expansion de cellules totales à 

J10, nous n’avons pas noté de différence significative entre +IL-3 et –IL-3 dans chacune de nos 

conditions que ce soit en fonction de la concentration d’O2 ou en fonction de la présence ou de 

l’absence de stroma. 
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Figure 20 : Taux d'expansion des cellules totales.   
Le taux d'expansion des cellules totales à J10 de co-culture (CO) ou de culture simple (S) à 20, 5 
et 1,5% d’O2. Les barres blanches et noires représentent les conditions – IL-3 et + IL-3 
respectivement. Ces résultats représentent la moyenne de taux d’expansion ± écartype (T-test :* 
p<0.05 ; ** P<0,01 ; n =10). (CO- 20%> S- 20% *; CO+ 20%> CO+ 5% *; CO- 20% > CO- 5% 
*; CO+ 5% > CO+ 1,5% *; CO- 5% > CO- 1,5% * ; S+ 20% > S+ 1,5% **).  
 

II.B. Effet d’IL-3 sur le taux d’expansion des cellules CD34+   

        Sur le taux d’expansion des cellules CD34+, l’IL-3 n’a pas prouvé son effet de façon 

significative. A noter malgré tout, une tendance de l’IL-3 à renforcer l’expansion des cellules 

CD34+ dans les conditions de co-culture (Figure 21).  

 
 
Figure 21 : Taux d'expansion des cellules CD34+.  
Le taux d'expansion des cellules CD34+ à J10 co-culture (CO) ou de culture simple (S) à 20, à 5 
et à 1,5% d’O2. Les barres blanches et noires représentent les conditions – IL-3 et + IL-3 
respectivement. Ces résultats représentent la moyenne du taux d’expansion ± écartype (T-test :* 
p<0.05 ; ** P<0,01 ; n =10). (CO+ 20% > CO+ 1,5% * ; CO+ 20% > S+ 20% **; CO+ 20% > S- 
20% * ; CO+ 5% > S+ 5% **; CO- 5% > S- 5% * ; CO+ 1,5% > S+ 1,5% **; CO- 1,5% > S- 
1,5% *). 

Concentrations d’O2 

Concentrations d’O2 
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II.C. Effet d’IL-3 sur le taux d’expansion de CFC  

         L’IL-3 a majoré le taux d’expansion de CFC mis en évidence à J 10 de culture. Cependant, 

des différences significatives n’ont été observées que dans la culture simple à 20% d’O2 et dans 

la co-culture 5% d’O2 (Figure 22).  

 

 
 
Figure 22 : Taux d'expansion des progéniteurs CFC.  
Le taux d'expansion des progéniteurs CFC à J10 de co-culture (CO) ou de culture simple (S) à 20, 
5 et 1,5% d’O2. Les barres blanches et noires représentent les conditions – IL-3 et + IL-3 
respectivement. Ces résultats représentent la moyenne de taux d’expansion ± écartype (T-test :* 
p<0.05 ; ** P<0,01 ; n =12). (CO+ 20% > CO+ 1,5% ** ; CO+ 20% > CO+ 5%  *) (CO- 20% > 
CO- 1,5% ** ; CO- 20% > CO- 5% *) (S+ 20% > S+ 1,5% ** ; S+ 20% > S+ 5% **) (S- 20% > 
S- 1,5% ** ; S- 20% > S- 5% **) (CO+ 5% > CO- 5% *; S+ 20% > S- 20% *). 
 

Nous pouvons donc conclure que, hormis le taux de CFC dans quelques conditions, l’IL-3 n’a pas 

montré de rôle majeur sur les paramètres quantitatifs du produit d’expansion. 

 

Dans ces expériences sans IL-3, nous avons observé que la tendance du rôle des CSM ainsi que 

des BC-O2 sur l’expansion était relativement comparable à ce que nous avons démontré en 

présence d’IL-3. Ainsi, la diminution de concentrations d’O2 (de 20 à 5 et 1,5%) provoque une 

diminution relative et significative du taux d'expansion des cellules totales à la fois dans la 

culture et dans la co-culture (20% CO- vs 5% CO- ; 5% CO- vs 1,5% CO- ; 20% S- vs 1,5% S-) 

Concentrations d’O2 



156 
 

(Figure 20). L’expansion des cellules totales en co-culture est augmentée par rapport à la culture 

simple, néanmoins elle n'est statistiquement significative qu’à 20% d’O2 (20% CO- vs 20% S-) 

(Figure 20). 

Quant à l’expansion de cellules CD34+, elle est plus importante en co-culture qu’en culture 

simple avec une significativité à 5 et 1,5% d’O2 (Figure 21). En revanche, dans ces expériences 

sans IL-3, la diminution des concentrations d’O2 n’induit pas de différences importantes (Figure 

21).    

Enfin, l’analyse de l'expansion de progéniteurs engagés (CFU-GM, BFU-E et CFU mix) prouve 

que la co-culture induit une forte expansion par rapport à la culture simple (à l’exception de la 

condition 1,5% d’O2 où la différence observée n’est pas significative). C’est à la concentration 

d’O2 de 20% que l’expansion des CFC est la plus importante avec des valeurs environ 2 fois 

supérieures à celles observées à BC-O2 à la fois en co-culture et en culture simple (Figure 22).  

Cependant, il faut signaler que la co-culture aux faibles concentrations d’O2 (5 et 1,5%) a égalé 

voire amélioré (dans certaines conditions) le taux d'expansion affiché avec la condition de la 

culture classique à 20% O2 en ce qui concerne les cellules totales, les cellules CD34+ et les CFC. 

 

II.D. Phénotypage en fin de culture (J10) réalisé sur les cellules totales  

II.D.1.  Marqueurs mégacaryocytaires CD41 et CD61  

          Le taux d’expression de ces marqueurs sur les cellules totales à la fin de culture primaire se 

situe aux alentours de 6%. Cependant, aux faibles concentrations d’O2, nous constatons que la 

présence de la couche stromale ainsi que l’IL-3 est indispensable afin de préserver cette 

expression, à défaut, la production des progéniteurs mégacaryocytaires baisse considérablement 

(statistiquement significatif) (Figure 23a). Ceci se caractérise par une expression de CD41 et 

CD61 très basse en culture simple sans IL-3 par rapport à la co-culture en présence d’IL-3 à 5 et 

1,5% O2.  
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1000 cellules CD34+ du/des même(s) SP non manipulées - congelées après purification et 

conservées jusqu’à J10 avant d’être injectées.  

Cette dose cellulaire de 1000 cellules a été choisie sur la base d’expériences déjà réalisées par 

notre équipe et qui montrent qu’elle représente la dilution limite dans nos conditions (cellules, 

souches de souris, conditionnement des souris, etc…). Elle constitue donc la dose optimale pour 

observer des effets sur la perte ou l’amplification des CSH de type SRC selon les conditions de 

cultures. 

Les souris ont été analysées environ 7 à 8 semaines post-injection. Un fémur de chaque souris a 

été prélevé afin d’évaluer le contenu de la moelle osseuse en cellules humaines (chimérisme 

humain) sur la base de l’expression du marqueur pan-hématopoïétique CD45 spécifique de 

l’antigène humain (huCD45). Ces analyses ont effectivement révélé des différences selon les 

conditions de production des cellules injectées.  

Comme le montre ma publication, dans les conditions +IL-3, il apparaît clairement que la co-

culture préserve mieux les sous-populations souches dites « SRC-CD » que la culture simple 

(Figure 27a). En outre, nous avons observé que la proportion de souris positives pour 

l’expression du huCD45 est mieux maintenue (par rapport au T0) lorsque le taux d’O2 diminue, y 

compris pour la culture simple, avec un maximum atteint pour la condition de co-culture dès 5% 

d’O2 (environ 90% de souris étant positives) (Figure 27a). De ce point de vue, les co-cultures à 

1,5 et à 5% d'O2 semblent donc maintenir, voire amplifier, les SRC-CD présentes au sein de 

cellules de J-0. 

L'analyse des souris pour le contenu en cellules huCD45 (le chimérisme humain) détectées par 

fémur montre que le pourcentage de ces cellules, est très accentué en conditions de « faible 

oxygénation-dépendante», avec un effet très marqué dans la co-culture à 1,5% d’O2 

(augmentation de taux de huCD45+ de l’ordre de 6 fois par rapport aux témoins de cellules J-0, 

valeur médiane) (figure 27b). Ce résultat conforte le meilleur maintien des SRC dans ces 

conditions de culture à BC-O2. 
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Par ailleurs, l’analyse des cellules humaines lymphoïdes B (huCD19) et myéloïdes (huCD33) 

produites par les SRC dans la moelle osseuse des souris a montré que la combinaison de faibles 

taux d'O2 avec la co-culture permet de maintenir la même répartition entre lignée lymphoïde 

(CD19) et myéloïdes (CD33) que celle observée pour des cellules non manipulées (témoin J0) 

(les différences restent pourtant non significatives). Ce résultat peut signifier que nos 

manipulations n’affectent pas le potentiel de différenciation des SRC (figure 27 c). 

 

II.E.2.  Analyses du potentiel de greffe dans les conditions sans IL-3 : SRC-CD 

          Ces expériences ainsi que les analyses sont identiques et ont été réalisées parallèlement 

avec celles effectuées en présence de l’IL-3.  

Comme le montre la Figure (27 a), la proportion de souris positives en CD45 humaines est 

nettement plus importante dans les conditions de co-culture versus culture simple (environ 80% 

vs 40% respectivement) et ceci quelle que soit la concentration d’O2. Lorsque la co-culture est 

réalisée aux BC-O2, cette proportion atteint, voire dépasse, celle trouvée avec le contrôle de J-0. 

Cependant, lorsqu’on compare ces données avec celles obtenues en présence d’IL-3, on constate 

que l’effet des BC-O2 est moins prononcé (Figure 27 b).    

 

En analysant la médiane du pourcentage de cellules huCD45+ présentes par fémur chez les souris 

greffées, nous retrouvons un effet positif de la co-culture sur le maintien des cellules souches 

avec une activité SRC-CD comparable à celle du contrôle J0 et supérieure à celle de culture 

simple (T0 > simple 20% d’O2 * ; CO- 5% d’O2 > simple- 5% d’O2 * ; CO- 20% d’O2 > simple- 

20% d’O2 *). Cependant, nous n’observons aucun effet des faibles taux d’O2 lorsque les cultures 

ne contiennent pas d’IL-3.   

Par ailleurs, il est important de noter que dans la condition de co-culture à 1,5% d’O2, l’activité 

SRC-CD est considérablement augmentée en présence d’IL-3 par rapport à la même condition 

sans IL-3 (de l’ordre de 6 fois), ce qui suggère un effet synergique de l’IL-3 avec les BC-O2 

(surtout à 1,5% d’O2) (figure 27 b).  

 
Quant à l’analyse de cellules huCD19 et huCD33 dans la moelle osseuse murine, les résultats ne 

montre pas de variations significatives liées à l’effet d’IL-3. En tous cas, nous avons constaté que 

l’absence de  l’IL-3 conduit à une tendance de baisse de taux de différenciation myéloïde (CD33) 
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au bénéfice de la différenciation lymphoïde B (CD19) et ce dans toutes les conditions sauf dans 

les co-cultures aux BC-O2 (augmentation visible à 1,5% d’O2). Ceci peut suggérer que la 

tendance de différenciation en co-culture aux BC-O2 (surtout à 1,5%) se comporte de façon 

particulière avec ou sans IL-3 (figure 27 c). 

 

II.E.3.  Analyses liées aux CFC humains dans les conditions avec IL-3 : SRC-CFC 

          Parallèlement à l’analyse des cellules CD45 humaines dans la moelle osseuse murine et au 

potentiel de différenciation lymphoïde B et myéloïde des SRC, nous avons procédé à l’évaluation 

de la capacité de ces SRC à générer des CFC (sous-population de cellules souches dites : SRC-

CFC) par culture d’une fraction de la moelle osseuse de chaque souris dans un milieu semi solide 

enrichi en cytokines (relativement spécifiques aux cellules humaines).  

Nos résultats montrent que la co-culture assure un meilleur maintien des SRC-CFC que la culture 

simple. En effet, la quantité de CFC générée n’est pas significativement différente du J0 dans les 

conditions de co-culture, ni dans les conditions de cultures simples à BC-O2 malgré une tendance 

à la baisse. En revanche, la culture simple à 20% d’O2 induit une production de CFC dans les 

moelles des souris significativement inférieure au T0. Cet effet de la co-culture atteint un niveau 

similaire à celui du contrôle de cellules de J0 (Figure 28 a et c). 

Il apparaît donc clairement ici un effet des BC-O2 dans les cultures simples où l'activité SRC-

CFC était mieux maintenue. En revanche, en co-culture les différences n’apparaissent pas 

significatives.  

Nous pouvons cependant noter le fait que les colonies BFU-E retrouvées à 1,5% d’O2 étaient 

nettement plus volumineuses (comparables avec le contrôle de J0) en comparaison avec celles à 

20% d’O2. 

En analysant le rapport de différenciation (CFU-GM et BFU-E), nous observons que la co-culture 

à 1,5% d'O2 a maintenu le même rapport que celui du control J0 alors que dans les autres 

conditions de culture ou de co-cultures, ce rapport a changé en faveur de CFU- GM. Ce résultat 

suggère qu'une faible concentration O2 est nécessaire pour maintenir non seulement la capacité 

proliférative des cellules souches, mais aussi leur potentiel de différenciation. 
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II.E.4.  Analyses liées aux CFC humains dans les conditions sans IL-3: SRC-CFC 

         D’après nos résultats, les CFC se comportent en général de façon comparable à celle des 

CD45+. En effet, En analysant la moyenne du nombre de CFC par fémur détectées dans les souris 

positives en CD45 humaines, nous constatons que la co-culture permet un meilleur maintien de la 

capacité des SRC à générer des CFC par rapport à la culture simple, sans que les BC-

O2 n’influencent ce phénomène (T0 > S - 20% *; CO- 5% > S - 20% *; CO- 20% > S - 20%; 

* CO- 5%  > S- 1,5%*; CO- 20% >  S- 1,5% * ; T0 > S- 1,5% *) (Figure 28 a, c). 

Comme ce qui a été observé avec l’activité SRC-CD, l’activité SRC-CFC semble IL-3 -

dépendante dans la concentration 1,5% d’O2 en co-culture (production de CFC étant deux fois 

plus importante en présence de l’IL-3) ; même tendance a été noté culture simple à 1,5% d’O2 

bien que la différence ne soit pas significaative (Figure 28 c).        

    

Le retentissement de la culture sans IL-3 sur la distribution CFU-GM et BFU-E affiche une 

certaine divergence par rapport à +IL-3. En effet, nous constatons une augmentation remarquable 

du taux de BFU-E aux dépens de CFU-GM dans toutes les conditions mais à l’exception de co-

culture à 1,5% d’O2 où le nombre de BFU-E chute d’environ 70% (+IL-3) à 45% (Figure 28 b). 

Par ailleurs, la condition qui présente le même rapport que celui du contrôle de cellules de J 0 est 

la culture simple à 1,5% d’O2. 

Ainsi, nous pouvons conclure que l’absence d’IL-3 diminue drastiquement le nombre de CFC et 

qu’elle induit également un changement du rapport CFU-GM et BFU-E dans la condition co-

culture 1,5% d’O2.  

 

 

 

 

 



   Le nombre total de CFC détectées dans les souris positives en hCD45  
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III. Travaux sur les CSM 

 

- Etude de l’influence des basses concentrations d’O2 sur la production de CFU-F, le 

phénotype et sur la sécrétion de cytokines de CSM.  

- Impact des surnageants sur la culture de cellules CD34+ SP  
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Figure 30 : Image représentative des colonies CFU-F obtenues des CSM à différentes 
concentrations d’O2. Des colonies issues des CSM médullaires de deux donneurs différents, 
CSM F4 passage 2 et CSM F7 P1. Après la culture à 5% (droite) ou à 20% d’O2 (gauche), 600 
cellules ont été ensemencées pendant 14 jours et puis colorées et alalysées afin de déterminer leur 
contenu en CFU-F.  
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III.A.2.  Effet de basses concentrations d’O2 sur le phénotype des CSM 

         Pour cette analyse, l’expression des antigènes CD106, CD105, CD146, CD49a, CD271, 

CD200, CD73, CD54, CD90 et CD13 a été mesurée par cytométrie en flux. Ces antigènes 

représentent pour la plupart, des molécules d’adhésion ayant un rôle important dans l’interaction 

cellulaire et susceptibles d’être impliquées dans le maintien et/ou l’induction de l’expansion de 

CSH. D’autre part, des antigènes hématopoïétiques, CD45 et CD34, ont également été testés. 

 

Le phénotype des CSM a été analysé après chaque passage (P1 à P5). 

Dès le second passage, les cellules apparaissent : 

(i) négatives pour les marqueurs hématopoïétiques CD34 et CD45 ainsi que pour le 

CD271 indétectable dès P0. 

(ii) faiblement positives pour les antigènes CD49a, CD54, CD106 et CD200 

(iii)  et fortement positives pour CD13, CD105, CD146, CD73 et CD90.  

 

En ce qui concerne l’influence des BC-O2, sur le phénotype de CSM, nous observons que la 

concentration 5% d’O2 permet de stimuler significativement l’expression des CD146, CD49a, 

CD200, CD54 et le CD105 par rapport à 20% d’O2 mais reste sans effet sur l’expression des 

autres marqueurs (Tableau 8).   

 Nous avons par ailleurs constaté que les CSM cultivées à BC-O2 se détachaient difficilement par 

l’action de la trypsine, y compris avec une durée d’incubation plus longue. Ceci pourrait 

s’expliquer par l’augmentation de l’expression des molécules d’adhésion aux BC-O2, décrite ci-

dessus. 
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Tableau 8 : Analyse phénotypique des CSM après culture à 20% et 5% d’O2. Après une 
semaine de culture à 20% ou à 5% d’O2, les CSM ont été immunophénotypées. Les marqueurs 
dont l’expression augmente avec la faible oxygénation sont indiqués en gras. Ces résultats 
représentent la moyenne de pourcentages d’expression ± écartype (T-test : * p<0.05 ; ** P<0,01 ; 
*** P<0,001). 
 

Le marqueur Taux O2 Pourcentage d’expression n° d’expériences Différences 

CD146 20% 58,95  ±  18,83 16 5% > 20% * 

5% 73,8    ±  13,05 

CD49a 20% 6,25    ±  3,19 16 5% > 20% ** 

5% 10,94 ±  4,19 

CD200 20% 3,39     ±  1,324 15 5% > 20% *** 

5% 6,73     ±  2,249 

CD54 20% 14,36   ±  3,93 13 5% > 20% *** 

5% 28,18   ±   9,89 

CD105 20% 56,18   ±  19,29 11 5% > 20% * 

5% 73,73   ±  11,75 

CD271  0 16  

CD90 20% 100 16 Pas de différences 

5% 100 

CD73 20% 83,38  ± 14,08 

 
 

16 Non significative 

5% 92,19   ± 6,52 

CD106 20% 5,15 ± 4,87 16 Non significative 

5% 7,94 ± 7,05 

CD45  0 13  

CD34  0 13  

CD13 20% 87,29  ± 15,35 

 
 

6 Pas de différences 

5% 90,3   ± 8,15 
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ne présentant pas de quantités plus importantes par rapport à la culture simple de CD34+, il est 

probable que ce facteur ne soit pas sécrété par les CSM dans nos conditions de culture.   

 

Tableau 10 : Concentrations de FGF-2. Moyenne de concentrations de FGF-2 (en pg/mL) dans 

les surnageants des co-cultures, cultures simples de cellules CD34+ et cultures simples de CSM à 

J4. (n= 4 à 5) 
Cytokine Taux d’O2 Condition J4 

FGF-2 20% d’O2 Co-culture 7,19 ± 0,63 

Culture CSM 45,43 ± 14,94 

Culture CD34+ 9,01 ± 1,3 

5% d’O2 Co-culture 8,78 ± 1,4 

Culture CSM 49,3 ± 19,04 

Culture CD34+ 9,24 ± 0,79 

 

III.A.3.6. IL-3 : seuls les surnageants des co-cultures et des cultures de cellules CD34+ 

contiennent de  l’IL-3 alors qu’elle n’est pas détectée dans les cultures de CSM. Cependant, le 

milieu de culture étant initialement complémenté en IL-3, et puisque les concentrations mesurées 

entre « co-culture » et « culture simple de cellules CD34+ » sont identiques et qu’aucune 

modification n’apparaît en fonction de l’oxygénation, il en résulte donc que l’IL-3 détectée est 

probablement exogène et non en provenance d’une sécrétion à partir des cellules CD34+ (Tableau 

11).  

 

Tableau 11 : Concentrations d’IL-3. Moyenne de concentrations d’IL-3 (en pg/mL) dans les 

surnageants des co-cultures, cultures simples de cellules CD34+ et cultures simples de CSM à J4. 

(n= 4 à 5) 
Cytokine Taux d’O2 Condition J4 

IL-3 20% d’O2 Co-culture 46,03 ± 6,12 

Culture CSM 0  

Culture CD34+ 47,75 ± 12,53 

5% d’O2 Co-culture 53,26 ± 12,81 

Culture CSM 0 

Culture CD34+ 45,54 ± 11,4 
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III.A.3.7. G-CSF : comme dans le cas de l’IL-3, les surnageants des cultures simples de cellules 

CD34+ ainsi que ceux des co-cultures possèdent des concentrations très importantes en G-CSF 

sans qu’il y ait de différences significatives liées aux concentrations d’O2 (malgré une tendance 

plus élevée à 20% d’O2 pour les cultures simples de CD34+). 

Du G-CSF étant ajouté au début de ces cultures, il est donc probable cette fois encore que la très 

grande partie du G-CSF détectée soit exogène. De plus, les concentrations initiales étant 

beaucoup plus élevées (100 ng/mL), il est particulièrement difficile de conclure sur une sécrétion 

de cytokines par les cellules puisqu’il est impossible de connaître le flux entre consommation 

cellulaire et production. Finalement, la seule condition exploitable concerne les surnageants de 

CSM seules pour lesquels le taux de G-CSF mesuré à 20% d’O2 est significativement plus élevé 

par rapport à 5% d’O2 (environ 8,43 pg/mL contre seulement 0,38 pg/mL respectivement). Ceci 

suggère que les CSM participeraient à la production de G-CSF qui semble inhibée à 5% d’O2 

(Tableau 12).     

 

Tableau 12 : Concentrations de G-CSF. Moyenne de concentrations de G-CSF (en pg/mL) 

dans les surnageants des co-cultures, cultures simples de cellules CD34+ et cultures simples de 

CSM à J4. (n= 4 à 5) 

 
Cytokine Taux d’O2 Condition J4 

G-CSF 20% d’O2 Co-culture 691,44 ± 177,88 

Culture CSM 8,43 ± 4,51* 

Culture CD34+ 725,56 ± 259,6 

5% d’O2 Co-culture 653,96 ± 205,22 

Culture CSM 0,38 ± 0,13 

Culture CD34+ 445,75 ± 54,93 

* = p<0.05 (CSM 20% vs. CSM 5%). 

 

III.A.3.8. TPO : la TPO a été détectée dans toutes les conditions de culture avec des quantités 

plus importantes en co-culture par rapport aux cultures simples de cellules CD34+ et de CSM. 

Les valeurs les plus élevées sont détectées au début de la culture (1960,14 pg/mL et 1656,36 

pg/mL à 20% et à 5% d’O2 à J2) puis elles diminuent de 3,5 à 4 fois à J7 pour les conditions 20% 

et 5% d’O2 respectivement (Tableau 13). C’est à 20% d’O2 que les quantités détectées sont les 
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plus importantes sans que cette différence soit significative. Dans la culture simple de CSM, la 

sécrétion de TPO est également favorisée à 20% d’O2 (230,7 pg/mL à 20% et 81,1 pg/mL à 5% 

d’O2) alors qu’il n’existe pas de différences pour la culture simple de CD34+. 

La TPO faisant également partie des cytokines ajoutées à l’initiation de la co-culture, une partie 

des quantités détectées est probablement exogène ce qui pourrait expliquer la diminution 

progressive des doses détectées (à l’inverse de ce qui a été observé avec le VEGF et l’IL-6), du 

fait de la consommation de cette cytokine par les cellules. Cependant nous observons également 

que les CSM seules génèrent de la TPO, ce qui signifie que ces cellules participent à sa sécrétion 

en la co-culture, et ceci de façon plus marquée à 20% d’O2 qu’à 5%.  

 

Tableau 13: Concentrations de TPO. Moyenne de concentrations de TPO (en pg/mL) dans les 

surnageants des co-cultures à J2, J4 et J7 et des cultures simples de cellules CD34+ et de CSM à 

J4. (n= 4 à 5) 
Cytokine Taux d’O2 Condition J2 J4 J7 

TPO  20% d’O2 Co-culture 1960,14 ± 749,51 1028,89 ± 305,42 568,29 ± 488,29 

Culture CSM n.d. 230,74 ± 133,7 *  n.d. 

Culture CD34+ n.d. 330,95 ± 233,1 n.d. 

5% d’O2 Co-culture 1656,36 ± 636,88 669,67 ± 292,1 380,79 ± 246,25 

Culture CSM n.d. 81,11 ± 1,97 n.d. 

Culture CD34+ n.d. 395,38 ± 315,38 n.d. 

* = p<0.05 (CSM 20% vs. CSM 5%) ;  n.d. = non déterminé.  

 

III.A.3.9. SDF-1α+β : La co-culture ainsi que la culture de CSM présentent des taux importants 

et croissants de SDF-1 avec l’avancement de culture ce qui indique qu’il est au moins sécrété par 

les CSM. Les taux plus faibles mesurés en co-culture par rapport aux CSM seules suggèrent que 

cette chimiokine est consommée par les cellules CD34+, et/ou que le contact des cellules CD34+ 

avec les CSM induit des signaux inhibiteurs de sa sécrétion par les CSM.   

La concentration d’oxygène de la culture ne montre pas d’effet sur la synthèse de SDF-1 

(Tableau 14). En ce qui concerne la culture simple de cellules CD34+, le nombre insuffisant 

d’expériences ne permet pas de conclure sur la sécrétion de SDF-1.     
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Tableau 14 : Concentrations de SDF-1α+β. Moyenne de concentrations de SDF-1 α+β (en 

pg/mL) dans les surnageants des co-cultures, cultures simples de cellules CD34+ et cultures 

simples de CSM à J2, J4 et J7. (n= 4 à 5). 

 
Cytokine Taux d’O2 Condition J2 J4 J7 

SDF-1 

α+β 

20% d’O2 Co-culture 850,62 ± 126,5 1537,69 ± 217,33 4081,16 ± 1658,5 

Culture CSM n.d. 2151,87 ± 828,57 6111,93 ± 2298,7 

Culture CD34+ n.d. n.d. 1018,56  ± 

5% d’O2 Co-culture 1028,66 ± 215,3 1489,51 ± 604,25 5141,6 ± 2683,8 

Culture CSM n.d. 1875,36 ± 716,45 5688,03 ± 2228,6 

Culture CD34+ n.d. n.d. 925,57  ±  

n.d: non déterminé 

 

III.A.3.10. IL-4, GM-CSF, IL-17A, IL-1β, IL-10, HGF et TNF-α n’ont été détectés dans aucun 

surnageant quelles que soient nos conditions de culture.  

 

         En résumé, nous avons montré que, parmi les facteurs testés dans nos conditions, les CSM 

secrètent selon les conditions des doses importantes d’IL-6, VEGF, IL-8, TGF-β1 et en SDF-1, 

ainsi que de faibles quantités en G-CSF et TPO. Les cytokines et facteurs de croissance tels que : 

IL-3, FGF-2, IL-4, GM-CSF, IL-17A, IL-1β, IL-10, HGF et TNF-α n’ont pas été détectées dans 

les surnageants de CSM cultivées dans nos conditions. 

Par ailleurs, il apparaît clairement que la sécrétion des interleukines IL-6 et IL-8 ainsi que du 

facteur VEGF par les CSM est augmentée en condition de BC-O2 alors qu’elle parait diminuée 

pour G-CSF et la TPO par rapport à la concentration d’O2 atmosphérique. 

La sécrétion de SDF-1 et TGF-β1 n’est quant à elle pas influencée par les changements de 

concentrations d’O2.  

Enfin, les IL-3, FGF-2, IL-4, GM-CSF, IL-17A, IL-1β, IL-10, HGF, TNF-α ne sont pas 

synthétisés par les CSM ni par les cellules CD34+ dans nos conditions (Tableau 15).  

 

 

 

 




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         Enfin, il faut préciser qu’il aurait été plus représentatif de réaliser ces mesures cytokiniques 

dans les mêmes conditions de culture primaire que celles utilisées dans le reste de notre étude et 

de tester notamment la concentration de 1,5% d’O2. Cependant, pour des raisons techniques, nous 

avons dû nous restreindre à la condition de 5% d’O2. Nous ne pouvons donc pas exclure le fait 

que la sécrétion cytokinique soit modifiée avec des taux plus bas en O2, notamment au vu des 

effets observés sur les cellules primitives à 1,5% d’O2. 

 

Il faut rappeler que cette liste de cytokines étudiées n’est pas exhaustive et bien entendu il existe 

d’autres cytokines qui peuvent avoir de l’influence dans les effets que nous avons observés.     

 
III.B. Impact des surnageants (milieux pré-conditionnés riches en cytokines) sur la culture 

de cellules CD34+ SP (Expansion des cellules CD34+ à différentes concentrations en 

surnageant) 

 

          Il s’agit ici d’une analyse fonctionnelle de l’impact des surnageants de culture (riches en 

cytokines) sur l’induction de l’expansion de cellules CD34+ du SP. Celle-ci peut être considérée 

comme une évaluation de l’effet paracrine des CSM dans nos conditions d’oxygénation, c’est à 

dire que les cytokines sécrétées par les CSM et mises en évidence dans les surnageants de culture 

ont un effet significatif par elles-mêmes en dehors des interactions avec le stroma.  

Pour cette étude, nous avons utilisé les surnageants de culture (milieux pré-conditionnés) prélevés 

au cours de C1 (cultures simples et co-cultures) et de la culture de CSM (à 20 et 5% d'O2) qui 

constituent les conditions précédemment analysées pour leur contenu en cytokines. Les 

surnageants utilisés dans ces expériences ont été récoltés au troisième jour de culture et ajoutés à 

des concentrations de 10% et 20% dans le milieu de culture de cellules CD34+ sous oxygénation 

atmosphérique à 37 °C.  

Les cultures sont réalisées dans des microplaques 96 puits, en volume final de 200 µL/puits en 

milieu Stem α A et avec 2 000 cellules CD34+ ensemencées par puits. 

Nous avons évalué le nombre total de cellules générées à partir de ces cultures à J5 et à J11 afin 

d’évaluer la contribution de l’effet paracrine de CSM sur l’expansion des cellules CD34+ en 

fonction des différentes concentrations d’oxygène. 
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En résumé nous observons: 

      - une tendance vers une meilleure amplification avec des surnageants de co-cultures 5% d’O2 

versus des surnageants de co-cultures 20% d’O2 (pour la concentration en surnageant de 10% 

notamment) 

      - une tendance vers une meilleure amplification avec des surnageants de cultures simples 

versus des surnageants de co-cultures  

      - L’absence d’effet stimulateur de la prolifération cellulaire avec les surnageants de CSM 

seules.  
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           L’intérêt de l’expansion ex vivo du greffon hématopoïétique a été bien démontré dans les 

situations des greffes pauvres en CSH/PH notamment dans l’autogreffe (CSP) (Reiffers et al., 

1999; McNiece et al., 2000; Pecora et al., 2001). Cependant, cette technique avec le greffon du 

sang placentaire, bien qu’essentielle, s'est heurtée à de nombreuses difficultés qui ont freiné son 

application dans ce domaine (Fernández et al., 2001; Shpall et al., 2002; Pecora et al., 2000).  

Les BC-O2 représentent un élément clé dans l’environnement physiologique des CSH et ont 

prouvé leurs intérêts dans la protection de ces CSH contre le stress oxydatif. Ce stress qui est 

susceptible de générer des dommages au niveau de l’ADN (Liu et al., 2012a), est provoqué par la 

culture dans les conditions classiques d’oxygénation atmosphérique (20%-21% d’O2) 

«hyperoxique» qui sont favorables à une forte production de ROS entraînant ainsi des effets 

délétères importants dans différents types cellulaires (Yahata et al., 2011; Peterson et al., 2011; 

Ito et al., 2006; Fan et al., 2007; 2008; Kubo et al., 2008; Carrera et al., 2010).  

         Au terme de mon travail de thèse, nous avons prouvé que l'association de l'oxygénation à 

faible concentration (1,5% d’O2) avec la co-culture en présence d’IL-3 représente une condition 

particulièrement favorable au maintien des cellules souches de type SRC et de leur potentiel de 

différenciation tout en assurant une prolifération importante. En effet, des cellules CD34+ après 

co-culture à BC-O2 et injectées à des souris immunodéficientes permettent notamment d’obtenir 

des chimérismes humains 5 fois plus importants dans la moelle osseuse murine par rapport au 

témoin J0, sans qu’il n’y ait une forte diminution de l’expansion du greffon, puisque les taux 

d’expansion dans ces conditions ont égalé ceux affichés après la culture simple à 20% d’O2.  

Les résultats concernant les progéniteurs primitifs pré-CFC consolident également ces données de 

SRC. En effet, nous avons constaté que seules les conditions de faibles concentrations d’O2 

combinées avec la co-culture sont en mesure de préserver une grande capacité de repeuplement 

de la culture secondaire avec des progéniteurs engagés CFC. Alors que la concentration d’O2 de 

1,5% s’est montrée la plus efficace sur les SRC, c’est à la fois les concentrations 5% et 1,5% 

d’O2 qui l’ont été pour la préservation de l’activité pré-CFC. Cela souligne la différence 

fonctionnelle entre ces deux populations de cellules souches (SRC et pré-CFC), et l'hétérogénéité 

au niveau de leurs réponses à l’égard de différentes concentrations d’O2 (Cipolleschi et al., 1993; 

Simsek et al., 2010; Ivanovic, 2009; Parmar et al., 2007). 
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Nous trouvons donc que ces résultats répondent à l’enjeu majeur en matière de la fonctionnalité 

et l’efficacité de la greffe à savoir : disposer d’un nombre suffisant de cellules primitives et de 

progéniteurs engagés qui assureront respectivement la prise de greffe et le raccourcissement de la 

durée de l’aplasie consécutive au conditionnement du patient.  

Cette partie du travail, fondée sur l’utilisation de ces deux tests fonctionnels identifiants les Pré-

CFC et les SRC, a permis de générer des données très cohérentes. Nous n’avons donc pas fait 

appel à d’autres tests comme LTC-IC ou CAFC qui sont d’une part, moins pertinents que la 

xénogreffe pour refléter la sous population très primitive, et d’autre part, plus complexes 

techniquement et plus long que notre système de cultures primaires et secondaires pour détecter 

les progéniteurs primitif.    

          Dans notre protocole d’expansion nous avons utilisé des facteurs de croissance (SCF, TPO, 

G-CSF) couramment utilisés et disponibles sur le marché des molécules de grade clinique. Cette 

combinaison cytokinique a déjà prouvé son efficacité en termes d’induction de l’expansion de 

greffons hématopoïétiques (McNiece et al., 2004; Robinson et al., 2006; 2011; Reiffers et al., 

1999). Par ailleurs, avec ce cocktail, nous avons choisi de tester l’IL-3 en faible dose (0,5 ng/mL) 

qui exige un milieu sans sérum pour jouer son rôle de maintien des cellules primitives.   

Nous avons donc développé l’expansion en co-culture avec les CSM et à BC-O2 afin de réguler et 

de moduler la forte stimulation des cellules primitives qui aboutit à l’épuisement du contenu du 

greffon en CSH (par prolifération et différenciation) et donc d’assurer les conditions permettant 

la préservation d’une sous-population cellulaire primitive.      

Avec ce protocole, nous observons que le maintien des cellules souches aux BC-O2 a été, sans 

surprise, accompagné par une baisse de l’expansion du greffon.  

Toutefois, l’analyse des travaux rapportés dans la littérature (Robinson et al., 2006; 2011; 

Walenda et al., 2011;  Magin et al., 2007; da Silvaa et al., 2005; Madkaikar et al., 2007; Fei et al., 

2007; Jang et al., 2006; Wagner et al., 2007b; McNiece et al., 2004; Zhang et al., 2004; Zhang et 

al., 2006; Wang et al., 2004; Kögler et al., 2005; De Angeli et al., 2009; Yamaguchi et al., 2002; 

Kadereit et al., 2002) montre que les taux d’expansion que nous avons obtenus, y compris aux 

BC-O2, demeurent très élevés par rapport à la majorité de ces études. De plus, dans la plupart de 
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ces travaux, les tests in vivo reflétant le contenu en cellules primitives ayant le potentiel de 

repeuplement médullaire n’ont pas été réalisés.    

L’équipe de Shpall EJ aux États-Unis avait obtenu une expansion intéressante en cellules totales, 

en CFC et en cellules CD34+ lors d’une co-culture avec les CSM (McNiece et al., 2004). Dans ce 

travail, les auteurs ont utilisé des CMN placentaires sans sélection phénotypique préalable. 

Ensuite, ils ont répété ces expériences dans le but de comparer la co-culture de CMN placentaires 

avec des CSM par rapport à la culture simple de cellules CD133+. Ainsi, ils observent que 

l’expansion sur des matériels sélectionnés (CD133+) par rapport à celle sans sélection conduit à 

une perte significative des cellules d’intérêt (les taux d’expansion étant respectivement de 2 

versus 8 fois pour les cellules CD34+, 6 versus 31 fois pour les cellules CD133+ et 20 versus 202 

fois pour les CFC) (Robinson et al., 2006). Cependant, cette étude a été conduite en présence de 

sérum animal (SVF irradié) dans le milieu de culture, et, en dehors du test CAFC (Cobblestone 

Area Forming Cell), aucun test fonctionnel permettant de mettre en évidence le maintien des 

cellules avec capacité de greffe n’a été réalisé malgré une durée de culture (14 jours) 

préjudiciable au bon maintien de ces cellules.       

Malgré tout, les leçons tirées suite à ces études ont permis à cette équipe de développer la 1ère et 

la seule étude clinique dans l’expansion de greffons placentaire en co-culture avec des CSM 

(Robinson et al., 2011). Dans ce travail, l’expansion concernait des unités de SP pauvres en CMN 

qui ont été co-cultivées avec des CSM en présence de SCF, FL, G-CSF et le TPO pendant 14 

jours en 2 étapes. Dans cette étude les CSM utilisées étaient « intra-familiales » ou, faute d’un 

donneur apparenté disponible, des CSM issues d’angioblastes médullaires pré-isolées et stockées. 

Avec les CSM intra-familiales, le taux d’expansion des cellules totales et de cellules CD34+ était 

dans l’ordre de 12 fois (range, 1–13) et 12 fois (range, 1-27) respectivement, et avec les CSM 

issues d’angioblastes la médiane d’expansion était 14-fois (range 1–30) et 40-fois (range 4-140) 

respectivement. Après un traitement myéloablatif, la greffe a été réalisée avec une unité 

décongelée non manipulée perfusée simultanément avec celle expandue. Le résultat était 

encourageant dans la mesure où les patients sortent de la neutropénie et la thrombopénie après 

14,5 jours et 30 jours (valeur médiane), respectivement. Dans tous les cas, notre stratégie est 

différente puisque nous cherchons à obtenir les meilleurs résultats possibles sans avoir recours à 

la deuxième unité non expandue afin de diminuer le coût financier ainsi que le risque de GVHd.    
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        En réalité, l’originalité de notre travail est liée à l’utilisation d’un facteur clé et souvent 

négligé pour la culture de cellules souche : les BC-O2, autrement dit, les concentrations 

physiologiques en O2. Car les rares études combinant la co-culture avec les faibles teneurs en O2 

n’ont pas atteint l’objectif final s’agissant d’adapter ces conditions à une éventuelle application 

chez l’Homme. Dans ce domaine, Zhambalova et al ont cultivé des CMN du SP sur les cellules 

stromales à 5% d’O2 dans le but d’étudier le phénomène de base mais sans ajouter des cytokines 

(Zhambalova et al., 2009). De même, Koller et al avait déjà trouvé que cette même approche avec 

différents combinaisons cytokiniques pourrait induire l’expansion du greffon placentaire en 

termes de CFC et en cellules primitives LTC-IC. A noter que la co-culture a été développée avec 

un stroma irradié et dans un milieu contenant du sérum animal (Koller et al., 1992b).  

Un modèle original d’expansion de CMN de SP proposé par Song et al, a été effectué à 5% d’O2 

(comme la plupart de ces études) mais, cette fois-ci, en milieu 3-D avec des ostéoblastes 

encapsulés, ce qui a également montré un bénéfice (Song et al., 2009). Une étude japonaise 

récente avec des cellules murines soutient également ce modèle qui reste cependant très 

complexe et difficilement applicable en clinique (Miyoshi et al., 2011).  

En réalité, le point commun dans toutes ces études revendiquant un meilleur maintien des cellules 

primitives en co-culture à des oxygénations faibles, se confirme dans notre travail avec le test 

standard pour la détection des CSH humaines (SRC) : la xénogreffe. En outre, notre étude 

introduit la notion de renforcement de l'activité proliférative de la SRC en co-culture avec des 

cellules stromales. 

         En se penchant sur l’étude des mécanismes impliqués dans le « dialogue » CSM/ (CSH/PH) 

dans cet environnement physiologique, nous avons trouvé que les BC-O2 peuvent aussi influencer 

l’expansion de façon indirecte à travers les CSM. Ainsi, nous avons montré que l’expression de 

facteurs de croissance importants ainsi que de molécules d’adhésion par les CSM a été induite par 

les BC-O2, traduisant à la fois des mécanismes paracrines et de communications intercellulaires 

par contact direct. En réalité, parmi les facteurs solubles ayant été explorés, l'IL-6, l’IL-8 et le 

VEGF sont clairement influencés positivement par les BC-O2 (dans les surnageants de CSM et de 

co-culture), ce qui correspond aux données de la littérature (Potier et al., 2007; Annabi et al., 

2003; Tamama et al., 2011; Zhambalova et al., 2009; Rasmussen et al., 2011; Lee et al., 2009; 

Jing et al., 2012). Cette activité des CSM est régulée directement ou indirectement par le facteur 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Miyoshi%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20653040
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HIF-1α qui se stabilise au deçà de 5% d’O2 pour agir sur les CSM à différents niveaux (Rehn et 

al., 2011; Okuyama et al., 2006).  

Potier et al a confirmé cette différence de sécrétion du VEGF par les CSM liée à l’oxygénation de 

la culture sans qu’il ne trouve de variations des quantités d’IL-6 ni d’IL-8 (Potier et al., 2007). 

Cependant, ce dernier résultat pourrait s’expliquer par une durée de culture trop brève dans cette 

étude (48h) car les variations significatives dans notre étude se sont avérées seulement au-delà du 

3ème jour pour l’IL-6 et du 4ème jour pour l’IL-8. Pourtant, dans une autre étude où les CSM 

humaines ont été incubées pendant 2 jours à BC-O2 et sans sérum dans leur milieu de culture, IL-

6 et MCP1, à côté de VEGF, ont été trouvés en quantités nettement plus importantes en 

comparaison avec la condition de 20% d’O2 (Hung et al., 2007a). 

Crisostomo et al (Crisostomo et al., 2008) montre qu’après 24 heures de culture de CSM à 1% 

d’O2 les taux de VEGF de FGF-2 augmentent alors que le taux de HGF reste non influencé par 

l’oxygénation. Pour Tamama, ce sont les trois facteurs qui se trouvent stimulés à 1% d’O2 

(Tamama et al., 2011). Dans notre étude, il nous a été impossible de conclure quant à la 

stimulation de synthèse de FGF-2 puisque celui-ci est ajouté au milieu de culture de CSM.   

Il existe plusieurs données dans la littérature suggérant l’implication de ces facteurs solubles, à 

savoir, l'IL-6 (Rodríguez et al., 2004; Ulich et al., 1991; Bordeaux-Rego et al., 2009; Nakahata, 

2001), l’IL-8 (Kim et al., 2005; Zhambalova et al., 2009) et le VEGF (Rehn et al., 2011; Jing et 

al., 2012) dans le maintien des cellules hématopoïétiques primitives que ce soit ex vivo ou in vivo. 

Le rôle de l’IL-6 a été testé soit comme facteur sécrété par les cellules de support (endogène), soit 

comme facteur participant aux cocktails de cytokines destinés à induire l’expansion (exogène). 

En ce qui concerne l’IL-8 et le VEGF, ces facteurs sont toujours issus d’une sécrétion des cellules 

de support (endogène), ce qui souligne l’intérêt de ces cellules et son rôle  paracrine.     

L’oxygénation physiologique a également prouvé son intérêt dans l’amélioration de l’action de 

l’IL-6 notamment sur les cellules hématopoïétiques primitives. Dans ce contexte, il a été 

démontré une diminution de l'expansion des cellules hématopoïétiques cultivées avec des 

surnageants des CMN médullaires suite au traitement avec un inhibiteur de l'IL-6. Cet effet n’a 

en effet été observé qu’avec les surnageants de culture à faible concentration d’O2 (Li et al., 

2011). De même, notre équipe avait constaté que les effets positifs sur les progéniteurs engagés 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Kim%20DH%22%5BAuthor%5D
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dans des co-cultures à faible concentration d’O2 après la stimulation par l'IL-17, semblaient être 

associés à une augmentation de la sécrétion d'IL-6 (Krstic et al., 2009). En outre, ce scénario est 

consolidé par les données obtenues avec des cellules médullaires murines rapportant que  l'IL-6 

exogène agit en synergie avec les BC-O2 (1% en l’occurrence) afin de maintenir la fonctionnalité 

de la sous-population pré-CFC, effet indétectable à 20% d’O2 (Kovacevic-Filipovic et al., 2007).                                                                                       

La relation entre VEGF et BC-O2 a été déjà établie dans le micro-environnement des cellules 

cancéreuses. En ce qui concerne l’hématopoïèse, plusieurs études soulignent le rôle crucial de ce 

facteur dans le maintien des cellules hématopoïétiques primitives. En effet, Rehn et al montre 

dans un modèle murin dont les HRE du promoteur de vegf sont mutés que l’oxygénation 

physiologique de la niche médullaire agit sur les CSH principalement à travers cette voie du 

VEGF-A (Rehn et al., 2011). Le VEGF est par ailleurs connu parmi les cibles directes du facteur 

HIF-1 dans les CSH (Kirito et al., 2005). Une étude très récente a montré que la co-culture de 

cellules CD34+ de CSP mobilisées avec des CSM à 0,5% d’O2 s’accompagne d’une hyper 

sécrétion de VEFG (Jing et al., 2012).  

      Après identification de l’effet des BC-O2 sur la sécrétion cytokinique nous avons effectué des 

tests fonctionnels dans le but de vérifier l’implication réelle de cet effet dans l’expansion.  

Avec les réserves liées à l’utilisation de quantité de surnageants dilués induisant un manque 

d’efficacité, nos résultats montrent que les surnageants de CSM n’induisent pas l’expansion des 

cellules CD34+ alors qu’elle l’est par les surnageants de la co-culture et de façon plus importante 

par les surnageants de la culture de cellules CD34+. Pour expliquer ce dernier résultat, il faut 

d’abord noter que bien que les surnageants de CSM soient très riches en IL-6, IL-8, VEGF, FGF-

2, TGF-β1 et en SDF-1, ils restent cependant très pauvres en cytokines G-CSF, IL-3, SCF et TPO 

(endogènes ou exogènes) contrairement aux autres surnageants. Ces cytokines secrétées par les 

CSM ne sont pas connues pour agir positivement sur l’hématopoïèse. Au contraire, le TGF-β1 est 

un facteur inhibiteur puissant de l’hématopoïèse comme nous l’avons déjà souligné (Larsson et 

al., 2003) et qui diminue l’entrée en cycle des CSH même après la stimulation par la TPO et IL-6 

(Fortunel et al., 2003). L’IL-8, dans ce sens, est également considérée par plusieurs auteurs 

comme agissant négativement sur l’hématopoïèse (Broxmeyer et al., 2005; de Vasconcellos et al., 

2011). En réalité, on peut se demander si les cytokines non abondantes dans les surnageants des 

CSM sont les responsables de la stimulation de l’expansion dans le cas des autres surnageants. 
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De plus, comme les surnageants de la co-culture ont induit l’expansion cellulaire moins que les 

surnageants de la culture de CD34+, ce qui va à l’encontre des résultats que nous avons obtenus 

avec notre protocole d’expansion, ceci suggère que, d’une part les cytokines de CSM 

n’interviennent pas directement sur la prolifération de cellules CD34+ et d’autre part, le contact 

cellulaire direct occupe une place primordiale dans l’effet que nous avons obtenu (l’amplification 

massive du produit d’expansion constatée dans les conditions de co-culture) en réagissant en 

synergie avec les cytokines exogènes. 

Bien entendu, ces dernières données ne permettent pas de négliger l’implication de l’effet 

paracrine des CSM stimulées par les BC-O2 dans l’état fonctionnel des cellules hématopoïétiques 

dont la détermination exige d’autres types de tests.  

          Le contact cellulaire est décrit par certains auteurs comme indispensable pour l’expansion 

de CSH (Breems et al., 1998). Il pourrait également avoir un rôle dans le maintien de primitivité 

cellulaire comme l’indiquent les travaux de Wagner qui montrent que c’est précisément dans la 

fraction de cellules hématopoïétiques adhérentes à la couche stromale que se trouvent les cellules 

très primitives (Wagner et al., 2007a). Quant à nous, notre travail a mentionné une régulation 

positive des antigènes CD146, CD49a, CD200, CD54, CD105, sur les CSM incubées à 5% d’O2. 

Ils sont donc probablement impliqués dans un mécanisme de contact cellulaire direct participant à 

l’effet des CSM à BC-O2. Les CD146, CD200, CD49a sont considérés parmi les marqueurs de 

primitivité de CSM (Delorme et al., 2008; Jones et al., 2002; Sacchetti et al., 2007), ce qui 

suggère que les BC-O2 favorisent un profil primitif de CSM, une hypothèse confortée par nos 

données obtenues avec l’analyse de CFU-F. Le CD54 (ICAM-1) est exprimé, non seulement par 

les cellules stromales, mais également par des progéniteurs hématopoïétiques immatures. Il est 

susceptible d’avoir un rôle important dans l’interaction cellules hématopoïétiques- cellules 

stromales et donc dans la régulation de l’hématopoïèse (Arkin et al., 1991). Zhambalova et al ont 

également décrit dans leurs travaux une régulation positive de CD54 sur les CSM incubées à 5% 

d’O2 (Zhambalova et al., 2009).  

Il faut signaler néanmoins que sur les cellules hématopoïétiques issues de l’expansion à J10 nous 

n’avons pas mis en évidence de variations quant à l’expression des molécules d’adhésion VLA-4, 

LFA-1 ni de CXCR-4. Ceci a également été observé par Jing et al concernant les mêmes 

molécules, à l’exception de LFA-1 pour lequel ils montrent une expression  plus importante sur 

les cellules hématopoïétiques à 0,5% d’O2 (Jing et al., 2012).   
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Toutefois, l’aspect mécanistique de ce dialogue CSM  CSH/PH sera étudié de façon plus 

approfondie. En effet, le rôle du contact direct dans notre étude doit être testé en effectuant la co-

culture avec ou sans contact direct entre les CSM et les CSH/PH (utilisation d’une membrane 

Transwell). Ceci permettra de mettre en évidence le retentissement d’effet paracrine en abolissant 

l’interaction directe.  

Nous comptons par ailleurs avoir recours à un anticorps neutralisant directement l’IL-6 (Li et al., 

2011), à un inhibiteur indirect de la sécrétion d’IL-6 et d’IL-8 : le SN50 (N-acetyl cysteine) 

(Rafiee et al., 2009) et à un anticorps monoclonal anti-VEGF Avastin : l’Avastin (bévacizumab). 

L’inhibition de ces facteurs lors de la co-culture à BC-O2 apportera sans doute des informations 

intéressantes concernant le rôle réel de chacun.  

En ce qui concerne l’analyse phénotypique et métabolique des cellules issues de nos conditions 

de culture, nous avons observé que le nombre de cellules CD34+/CD133+, ainsi que l’activité 

ALDH dans les populations CD34+ diminuent de manière synchrone à la baisse des 

concentrations d’O2, un comportement similaire à celui du nombre de progéniteurs engagés. Ce 

constat semble logique puisque même à l’état basal (cellules fraichement isolées), la plupart des 

cellules CD34+ CD133+ et des cellules CD34+ ALDH+ sont, en réalité, des progéniteurs engagés 

en prenant en considération la faible fréquence de cellules souches au sein de ces populations 

identifiées phénotypiquement/métaboliquement. En conséquence, le niveau plus élevé de la 

fraction ALDH+ à 20% O2 est cohérente avec l’amplification plus importante des progéniteurs. 

Ainsi les cellules primitives (SRC et pré-CFC) maintenues ou augmentée à des concentrations 

faibles d’O2 demeurent très minoritaires au sein du produit d’expansion. Le critère ALDH ne 

s’avère donc pas suffisamment discriminant pour révéler ces cellules primitives ALDH+ ou sein 

d’une population majoritaire en progéniteurs et eux-mêmes ALDH+.  La mise en évidence des 

CSH dans ces conditions devrait faire appel à d’autres marqueurs (side population par exemple). 

En tout état de cause, il faut souligner que la relation phénotype/fonction est assez complexe en 

ce qui concerne les cellules souches. Bien que les marqueurs phénotypiques/métaboliques (CD34, 

CD133, ALDH, Side Population …etc.) représentent un outil incontournable pour identifier et 

isoler des cellules primitives sur du matériel fraichement isolé, permettant ainsi d’enrichir le 

greffon hématopoïétique en cellules primitives, leur utilité et leur expression sur des cellules 

ayant subi une hyperstimulation au cours de la culture n’ont pas fait l’objet d’études et demeurent 

donc des paramètres discutables. Dans ce sens,  il a été montré qu’au cours de l’expansion ex vivo 
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de greffons hématopoïétiques on obtient, le plus souvent, un nombre considérable de CD34+ suite 

à la culture. Cependant, ces cellules pour la plupart perdent le caractère souche (ne possédant pas 

d’activité SRC) (Danet et al., 2001; holyoake et al., 1997; Dorrell et al., 2000). Cette 

problématique de l’instabilité du rapport phénotype/fonction nous laisse supposer que les cellules 

souches sont plutôt une entité fonctionnelle ayant des expressions phénotypiques qui peuvent être 

hétérogènes (Zipori, 2004). 

Concernant le rôle de l’IL-3, l'examen détaillé des expériences faites avec cette cytokine indique 

que son effet différenciateur sur les CSH est lié d’une part, à la présence de sérum dans le milieu 

et d’autre part (Herrera et al., 2001), à l’utilisation d’une dose élevée (Ivanovic, 2004). Ainsi, 

l'IL-3 en faible dose dans une culture sans sérum exerce un effet bénéfique synergique avec les 

BC-O2 sur le maintien de cellules primitives, en même temps que sur l'expansion des 

progéniteurs engagés (Ivanovic et al., 2004). En ce qui concerne notre travail, l’exclusion du 

sérum dans notre culture nous a permis de faire appel à l’IL-3 en faible dose. Ainsi, nous avons 

montré que, sur le plan quantitatif, l’IL-3 a stimulé les taux d’expansion dans quelques 

conditions ; sur le plan fonctionnel, l’IL-3 s’est montré indispensable pour le maintien de 

l’activité SRC en co-culture aux BC-O2 ; elle a même permis d’amplifier nettement le nombre de 

SRC en co-culture à 1,5% d’O2 où l’effet était IL-3-dépendant. L’importance du rôle de l’IL-3 a 

été démontrée dans plusieurs travaux (Bordeaux-Rego et al., 2009). 

Dans les études basées sur la culture cellulaire, il est important de réaliser des analyses 

génomiques visant à vérifier éventuelles aberrations chromosomiques. Ces analyses n’ont pas été 

faites à ce stade de notre travail. Néanmoins, nous estimons que notre recours aux BC-O2, se 

montrant faiblement stimulateur de la production de ROS par rapport à 20% d’O2, pourrait 

constituer un point positif dans ce domaine.  

En conclusion, les données présentées dans ce document soutiennent fermement la thèse selon 

laquelle une faible concentration d’O2 est un régulateur physiologique de l'hématopoïèse 

assurant, en association avec les CSM et le cocktail cytokinique, les conditions favorables pour 

développer l’expansion ex vivo des « petits greffons », ce qui est aujourd’hui primordial pour 

l’hématologie expérimentale.   
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        Le recours au sang placentaire pour la transplantation de CSH/PH est primordial étant donné 

qu’il reste la seule solution potentielle pour 30% des receveurs. Toutefois, 50% des unités de SP 

prélevées sont non-conformes. Ceci a donc été le point de départ pour développer les protocoles 

d’expansion ex vivo de ce type de greffon afin d’exploiter cette source de manière optimale. 

Malgré une réussite indéniable dans le domaine de l’autogreffe de CSP mobilisées, l’expansion 

de SP s’est d’abord heurtée à de sérieux obstacles liés notamment à l’épuisement des cellules 

primitives capables de greffer à long terme.    

Dans ce travail de thèse, nous avons proposé que le fait de se rapprocher des conditions 

physiologiques, en cultivant les CSH/PH avec les CSM à de BC-O2, serait optimal pour préserver 

la sous-population souche du greffon au cours de l’expansion. Ainsi, au terme de cette étude, 

nous avons démontré que la co-culture sous oxygène à de faibles concentrations et en présence 

d’IL-3 (à faible dose) représente une condition particulièrement favorable au maintien des 

cellules souches (SRC).  

        L’ensemble de nos résultats suggère que l’effet de co-culture à BC-O2 pourrait être 

schématiquement décrit comme suit (Figure 37) : Le greffon hématopoïétique placentaire de 

cellules CD34+ à J0 possède des cellules primitives (SRC et pré-CFC) en faible quantité avec des 

progéniteurs engagés qui représentent la majorité des cellules CD34+. Après l’expansion à 20% 

d’O2, de nouveaux compartiments de précurseurs ainsi que de cellules matures apparaissent suite 

à la différenciation que subissent les progéniteurs. En même temps, le compartiment de 

progéniteurs engagés s’amplifie avec l’engagement massif de cellules primitives dont le stock 

s’épuise rapidement. Ce processus est valable également pour l’expansion en co-culture aux 

faibles taux d’O2 mais néanmoins avec des différences fondamentales. En effet, la stimulation et 

l’engagement de cellules primitives n’étant pas excessifs, le compartiment de progéniteurs 

engagés est moins amplifié; sous l’influence de BC-O2, ces cellules primitives s’auto-renouvelent 

ce qui augmente ce compartiment.  
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Figure 37 : Schéma représentant le greffon avant et après expansion dans nos conditions de 
culture.  
 

Aujourd’hui, devant la pauvreté d’une unité de SP, le recours à l’injection de deux unités est 

systématique. Toutefois, comme nous l’avons déjà cité, cette solution ne permet pas d’éviter une 

durée prolongée de la cytopénie post-greffe ; de plus, elle s’accompagne d’une incidence  élevé  

de GVHd, sans oublier le coût élevé de cette procédure. Ainsi, l’amélioration et la maitrise de 

l’expansion ex vivo pourrait logiquement permettre à cette méthode de s’imposer comme choix 

numéro 1 offrant la possibilité d’utiliser une seule unité de SP pour la greffe évitant, par 

conséquent, tous les inconvénients précédemment cités. Ces avancées dans l’optimisation de 

l’expansion pourront également élargir ses champs d’application pour devenir systématique non 

seulement dans le domaine du SP mais dans tous les types de greffons.  

Ce point constituait le but final de notre étude et nos résultats permettent donc de répondre à 

l’enjeu majeur de la greffe à savoir, la fonctionnalité et l’efficacité. Ils méritent donc d’être pris 

en considération comme nouvelle voie qui pourrait améliorer les procédures d’expansion ex vivo 

et avoir des retentissements importants sur l’hématologie expérimentale.  
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Perspectives 

        Comme nous avons évoqué précédemment, nous envisageons de vérifier notre hypothèse 

concernant le rôle du contact direct et de l’effet paracrine en effectuant la co-culture CSM/ 

CSH/PH en utilisant des transwell. Avec ce système de co-culture nous allons utiliser des 

anticorps dirigés à la fois contre l’IL-6 et l’IL-8 ou uniquement anti-IL-6 ou anti-VEGF.     

L’impact sur le maintien ou l'épuisement des CSH dans ces conditions de cultures sera évalué par 

des tests de xénogreffe en utilisant un nombre similaire de cellules CD34+ sélectionnées à J10. 

Sur ces cellules nous réaliserons également des tests métaboliques (Side Population, Activité 

ROS … etc) ainsi qu’une étude du cycle cellulaire.  

Bien qu’il soit établi aujourd’hui leur stabilité génomique in vitro, il demeure indispensable de 

réaliser des contrôles caryotypiques sur les CSM avant toute utilisation clinique. Ceci concerne 

également les cellules du produit d’expansion. 

       D’autre part, nous sommes en train de travailler sur les cellules issues des filtres de 

déleucocytation (FD) qui représentent une autre source prometteuse non négligeable de CSH. 

Notre équipe a déjà mis au point une technique permettant d’isoler des cellules CD34+ ayant le 

caractère souche (Ivanovic et al., 2006). Comme dans le cas de greffe utilisant des cellules issues 

du sang placentaire, l’expansion ex vivo trouve facilement sa raison d’être dans la perspective des 

greffes  qui font appel à ce type de source de greffon qualifié de « pauvre ». A la lumière des 

résultats obtenus avec l’expansion du SP, nous avons appliqué notre protocole d’expansion 

consistant en une co-culture avec des CSM à BC-O2 sur le greffon de cellules CD34+ issues de 

FD. Nos résultats préliminaires montrent que ces conditions de culture assurent le maintien de 

cellules CD34+ primitives de façon plus importante que la culture classique à 20% d’O2. Ces 

résultats sont obtenus sur la base d’une analyse du cycle cellulaire des cellules CD34+ 

sélectionnées en fin de culture et marquées par Ki 67-IP. Nous prévoyons d’effectuer des tests 

fonctionnels sur le produit d’expansion de ces cellules afin de mettre en évidence l’intérêt réel de 

notre protocole dans l’expansion de ce type de greffon.  
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         Dans le cadre de cette étude, nous avons mis en place un protocole qui réunit les conditions 

physiologiques principales convenables pour le développement de CSH dans la culture à savoir, 

la co-culture avec les CSM et les BC-O2 (3%).  

Dans ce contexte, nous avons étudié l’effet de l’interleukine IL-17 sur l'expansion cellulaire, la 

production de CFC et sur le profil phénotypique des cellules CD34+ du sang périphérique  co-

cultivées pendant cinq jours avec des couches des CSM à des concentrations diverses O2 (20%, 

12,5% et 3% d’O2).  

Au terme de ce travail, nous avons démontré que l'IL-17 augmente la production de cellules 

CD34+ et du nombre total de CFC notamment dans la condition de co-culture. Cet effet a été 

majoré par les BC-O2, atteignant ainsi son maximum à 3% d’O2, et est plus prononcée sur les 

progéniteurs érythroïdes (BFU-E). Cet effet peut être lié à l’IL-6 produite par les CSM. En effet, 

le taux de celle-ci était le plus important dans les surnageants de culture de CSM et de co-culture 

développées à 3% d’O2.  

Nos résultats renforcent l'idée que les niveaux physiologiques en O2 doit être considérée comme 

un important facteur environnemental qui influe de manière significative l'activité des cytokines 

notamment sur des cellules « nobles » comme les CSH. 
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       Dans cet article « review », nous avons voulu insister sur le rôle primordial, souvent négligé 

pourtant, de l’oxygène dans la régulation de l'hématopoïèse in vivo et ex vivo.  

Récemment, un nombre croissant de publications met en évidence l’intérêt des BC-O2, inférieur à 

5%, pour la culture de CSH. En réalité, le terme « hypoxie » utilisé pour désigner ces 

concentrations n’est pas approprié particulièrement puisqu’elles sont proches des concentrations 

physiologiques du micro-environnement médullaire où se situent les CSH. Nous suggérons ainsi 

le terme « normoxie in situ » pour le remplacer. Au même sens, les concentrations 

atmosphériques d’O2 (20 - 21%) représentent « l’hyperoxie ». 

Nous estimons par ailleurs que les très faibles niveaux d'O2 sont capables de contrôler la 

quiescence de cellules souches hématopoïétiques mais ceci exige des conditions de culture 

convenables comme certains facteurs de croissance et la présence ou l'absence de sérum. Ces BC-

O2 sont également en mesure de modifier l'effet de cytokines sur les cellules souches 

hématopoïétiques. 
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RESUME  

 

Effet de l’association des Basses Concentrations d’O2 (BC-O2) et des Cellules Stromales 

Mésenchymateuses (CSM) sur l’Expansion ex vivo des Cellules Souches et Progénitrices 

Hématopoïétiques (CSH/PH)  

 

      Afin d’améliorer au mieux le greffon placentaire, nous suggérons de réaliser sa culture 

d’expansion ex vivo dans des conditions proches de l’environnement des cellules souches 

hématopoïétiques in vivo. Ainsi, nous proposons que la co-culture de cellules CD34+ placentaires 

avec des cellules stromales mésenchymateuses (CSM) à basses concentrations d’O2 (BC-O2) 

pourrait contribuer à équilibrer les processus d’autorenouvellement et de différenciation afin 

d’obtenir un greffon optimisé. Sur le plan fonctionnel, nos résultats confirment un effet bénéfique 

de notre modèle expérimental par rapport aux conditions où figure la culture simple et/ou 

l’oxygénation atmosphérique (20%) en termes du maintien de progéniteurs (PH) primitifs (pré-

CFC) et de cellules souches Scid-Repopulating Cells (SRC). Sur le plan quantitatif, 

l’amplification des cellules CD34+ et des PH engagés, bien qu’elle soit en retrait dans nos 

conditions de référence par rapport à la condition de 20% d’O2, elle demeure néanmoins 

importante. Par ailleurs, le rôle de l’IL-3 exogène se montre crucial à BC-O2 notamment en co-

culture à 1,5% d’O2 où elle permet non seulement de préserver mais aussi d’amplifier le taux de 

SRC par rapport au témoin de cellules CD34+ de J0.  

Enfin, l’étude de la sécrétion des facteurs solubles et l’expression des marqueurs phénotypiques 

sur les CSM montre que l’IL-6, le VEGF et l’IL-8 sont plus sécrétés et les CD146, CD49a, 

CD54, CD200 et CD105 sont plus exprimés après incubation à 5% d’O2. Cependant, 

l’implication réelle de ces facteurs et antigènes dans l’effet paracrine et/ou de contact cellulaire 

direct menés par les CSM dans notre protocole requiert de nouvelles investigations. 
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ABSTRACT 

 

Effect of the combination of low O2 concentration (LO2-C) and mesenchymal stroml cells 

(MSC) on ex vivo expansion of hematopoietic stem and progenitor cells (HSC/PH) 

 

 

     To optimize at best the hematopoietic engraftment, we suggest in this work to improve the ex 

vivo expansion conditions by moving them closer to physiology. Indeed, we propose to culture 

placental CD34+ (HSC/PH) on MSC layer in combination with LO2-C to ensure the amplification 

of HP together with the maintenance/expansion of HSC. 

Compared to the single culture and/or atmospheric oxygenation, our experimental model allows a 

better maintenance of primitive HP (Pre-CFC) and HSC together with a quite good amplification 

of total cells, CD34+ cells and committed HP despite of lower than control condition. Moreover, 

exogenous IL-3 shows crucial effect in co-culture at LO2-C (1.5% O2) since its addition better 

preserves and even increases the number of HSC compared to the CD34+ cells control from D0. 

We then studied the secretion of soluble factors in culture supernatants and found that IL-6, 

VEGF and IL-8 were present in larger quantities at LO2-C in both co-culture and MSC culture. 

Finally, the CD146, CD49a, CD54, CD200 and CD105 membrane antigens appear to be up-

regulated in MSCs when incubated at 5% O2. However, the involvement of these factors and 

antigens in paracrine effect and/or direct cell to cell contact mechanisms at LO2-C requires 

further investigations. 

In conclusion, the combination of LO2-C and MSC would be promising in the field of HSC/PH 

grafts expansion to achieve its main objective of reducing the post-transplant cytopenia period 

together with maintaining the long-term graft potential. 

 

 

 

 

 

 




