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RÉSUMÉ 

Les cellules stromales mésenchymateuses de la moelle osseuse constituent un champ de 

recherche très actif. L'approche qui consiste à les utiliser comme outil thérapeutique 

cellulaire date seulement du début des années 2000, mais les premiers modèles développés 

étaient essentiellement murins. L'étude présentée ici vise à confirmer dans les cellules 

stromales de la moelle osseuse humaines (CSMh) leur potentiel pro-angiogénique, mais aussi 

à identifier certains facteurs pouvant expliquer ces propriétés. Après l' isolation, 

l'identification phénotypique et l'évaluation de leur potentiel de différenciation in vitro des 

CSMh, nous avons déterminé certaines propriétés d'adhésion et de migration in vitro 

compatibles avec leur profil pro angiogénique et pluripotent . Nous avons ensuite démontré 

la capacité pro-angiogénique des CSMh in vivo dans un modèle tridimensionnel de matrice 

et évalué, quantifié l'infiltrat cellulaire de l'implant afin de déterminer la proportion de 

cellules murines contribuant à la vascularisation du Matrigel , constitué en partie de cellules 

endothéliales, mais aussi de cellules hématopoïétiques. De plus, nous avons identifié les 

CSMh toujours présentes dans le Matrigel après deux semaines et avons identifié deux sous

populations exprimant différents niveaux de CD44, l' une d'entre elles indiquant la probable 

différenciation des CSMh en péricytes. Nous avons enfin tenté d'élucider le rôle potentiel du 

CD44 dans un modèle bidimensionnel in vitro, qui est surexprimé pendant la formation de 

structure. Toutefois, nous avons pu déterminer que le mécanisme est MTl-MMP indépendant 

en étudiant la variation de ses niveaux d' expression sur Matrigel , sous l' action d'inhibiteurs 

de métalloprotéases. 

Mots clés : Cellules stromales mésenchymateuses de la moelle osseuse, pluripotente, 

angiogenèse, Matrigel, CD44, MTl-MMP, péricytes, thérapie cellulaire 



1.1. Introduction générale 

CHAPITRE I 

INTRODUCTION 

Certains des objectifs fondamentaux de la recherche médicale moderne sont de comprendre 

les mécanismes qui mènent à la maladie, d' identifier des cibles thérapeutiques et de 

développer des «médicaments» permettant d'obtenir un effet durable ou transitoire sur la 

pathologie ou la condition ciblée. Un des développements notables dans ce type d'approche 

est d' utiliser les propriétés physiologiques intrinsèques de l' organisme pour répondre à la 

menace. Il peut s'agir d'utiliser des organes ou des cellules d' un donneur (greffe d'organe ou 

de moelle osseuse, transfusion sanguine), mais aussi parfois des cellules appartenant au 

patient lui-même (Reconstitution hématopoïétique après irradiation, greffe de peau autologue, 

etc .... ) (Gratwohl et al, 2013). 

Que ce soit dans le cadre d' une approche autologue ou hétérologue, de nouvelles sources 

cellulaires de support thérapeutiques sont décrites régulièrement dans la littérature. L' un des 

types cellulaires le plus étudié ces dernières années est celui des cellules stromales 

mésenchymateuses de la moelle osseuse (CSM). Leurs premières apparitions dans la 

littérature scientifique les décrivaient comme support essentiel à la culture des cellules 

souches hématopoïétiques (Till & McCulloch, 1961 ). Dans un premier temps, leur intérêt 

semblait réduit à cette seule application, toutefois, à la suite de l' identification de certaines de 

leurs propriétés très particulières, leur étude s'est grandement intensifiée. Elles représentent 

maintenant à elles seules un vaste champ d'études et leur domaine d' utilisation potentielle, 

que ce soit pour des applications thérapeutiques ou encore comme modèle de recherche 

fondamentale, ne cesse de s'étendre. À ce jour, l' utilisation du moteur de recherche 

bibliographique Pubmed avec les termes cellules stromales de la moelle osseuse renvoie 

28769 entrées (en date du 17 avril 2014 ). 

Au-delà de leur intérêt thérapeutique largement étudié, il est fondamental de comprendre leur 

mode de fonctionnement dans un contexte physiologique, pathologique ou thérapeutique. 
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Parmi les principales caractéristiques des CSMh, on compte leur remarquable capacité pro

angiogénique (Aghi & Chiocca, 2005). Elles ont un potentiel migratoire et /ou chémotractant 

qui selon le contexte leur permettent de migrer vers une cible inflammatoire (Ries et al, 

2007) ou encore d'envoyer des signaux afin d'attirer des cellules de support (Annabi et al, 

2003a). Elles peuvent remodeler leur environnement grâce à leurs interactions avec la 

matrice via les métalloprotéases (MMP) (Steingen et al, 2008). Elles ont la capacité de se 

différencier (Lu et al, 2010) et ont des fonctions paracrines (Khubutiya et al, 2014; Kinnaird 

et al, 2004) . Toutes ces fonctions sont possibles grâce à des mécanismes complexes qui 

restent à être complètement élucidés et étudiés. 

1.2. Les cellules stromales mésenchymateuses multipotentes de la moelle osseuse 

Lorsque l'équipe de McCulloch et Till découvrit en 1961 le potentiel thérapeutique énorme 

des cellules souches hématopoïétiques (CSH) issues de la moelle osseuse, un nouveau 

domaine d'étude prenait alors son essor. Une greffe de ces cellules souches adultes avait 

permis de reconstituer l' hématopoïèse de souris irradiées. La notion de cellule souche était 

connue depuis quelques années et s'était développée initialement dans le cadre de la biologie 

végétale, de plus la notion de cellule souche embryonnaire était déjà bien documentée chez 

l'animal. C'était toutefois la première fois que l'on pouvait appliquer cette notion à des 

cellules animales adultes et, fait encore plus intéressant, ces cellules souches présentaient des 

propriétés thérapeutiques indéniables. En parallèle de ces découvertes, l'équipe de E.Donnall 

Thomas (Ferrebee & Thomas, 1958) étudiait déjà, dès la fin des années 50, la greffe de 

moelle osseuse (MO) sur des patients leucémiques autrement condamnés. Lorsqu'au début 

des années 70, après avoir affronté de nombreux problèmes de compatibilité donneur

receveur, son équipe put enfin traiter une patiente de 16 ans, les espoirs placés dans 

l' utilisation des cellules souches adultes se concrétisèrent enfin. (Buckner et al, 1970). 

Bien sûr, parallèlement à ces avancées médicales majeures, de nombreux chercheurs 

étudièrent la biologie de ces cellules souches hématopoïétiques. Pour ce faire, il était 

nécessaire de les mettre en culture au moins pendant un certain temps, voire d'établir des 

lignées cellulaires stables (Coulombel et al, 1983). li était alors essentiel de fournir aux 
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cellules les nutriments et autres compléments nécessaires à leur survie et à leur croissance 

(Lord & Wright, 1980). Les chercheurs ont alors eu l'idée de reconstituer dans leur boite de 

culture le microenvironnement dans lequel ces cellules évoluaient in vivo. En isolant la 

moelle totale, ils purent mettre en culture et identifier une population de cellules adhérentes 

de type fibroblastique (Clark & Keating, 1995). En présence de ces cellules, les CSH 

purifiées (Worton et al, 1969), non adhérentes, purent s' adapter aux conditions de culture 

cellulaire in vitro et ainsi être étudiées avec plus d'efficacité. Avec les années, le champ 

thérapeutique des cellules souches hématopoïétiques s' est non seulement étendu, mais affiné. 

Toutefois, la moelle osseuse n' avait pas fini de nous révéler ses mystères. En 1961, l' équipe 

de Friedenstein identifia d'autres cellules de la moelle osseuse possédant des propriétés de 

différenciation et d'autorenouvèlement (Friedenstein, 196 l). Ces cellules résidentes du 

compartiment stromal de la moelle osseuse furent nommées cellules souches 

mésenchymateuses du fait de leur capacité à se différentier dans la lignée mésenchymateuse. 

Il fallut attendre 1970 pour que la même équipe les isole dans un modèle de 

cobaye.(Friedenstein et al, 1970). 

C'est seulement au début des années 90 que ces cellules sont isolées chez l' homme par 

Capian et son équipe (Capian, 1991) et enfin en 1999 dans son article publié dans Science 

(Pittenger, 1999) Pittenger les caractérise de manière exhaustive. Bien qu 'étudiées par de 

nombreux laboratoires à travers le monde, une controverse avait existé jusque-là sur la façon 

de caractériser et définir précisément les cellules stromales de la moelle osseuse. 

1.2.1. Définitions 

De nombreux chercheurs ont depuis isolé et étudié ces cellules et leur nombre ne cesse de 

grandir. Toutefois, il est apparu nécessaire d'établir des critères clairs de définition . En effet 

d' un laboratoire à l' autre, les méthodes d'isolation et de culture des cellules étaient parfois 

très différentes rendant les comparaisons et interprétations des résultats assez hasardeux. 

Réunis sous l'égide de la Société Internationale de Thérapie Cellulaire (ISCT), les chefs de 

file dans l'étude de CSMh établirent en 2006 les critères minimaux permettant de définir 

clairement ces cellules (Dominici et al, 2006). En résumé, ces critères sont les suivants 
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(Tableau 1.1). Tout d'abord les cellules isolées doivent adhérer au plastique, elles doivent 

ensuite exprimer le CD105 (connu aussi sous le nom d'endogline, reconnu à l'origine par 

l'anticorps monoclonal SH2), le CD73 (ecto 5' nucleotidase, reconnu à l'origine par les 

anticorps monoclonaux SH3 et SH4 ), CD90 (Thy-1) et ce à plus de 95% et doivent être 

négatives (moins de 2%) pour l'expression de CD45 , marqueur pan leucocytaire, CD34 

marqueur des progéniteurs hématopoïétiques primitifs et des cellules endothéliales, CD 14 ou 

CD 11 b marqueurs exprimés de manière prédominante sur les monocytes et macrophages qui 

co-expriment aussi le CD45 , ces cellules étant les contaminants les plus probables des 

cultures de CSMh, CD79a ou COI 9, marqueurs des lymphocytes B qui co-expriment le 

CD45 qui peuvent aussi adhérer et rester en vie grâce à leurs interactions avec les CSMh. Par 

consensus, le marqueur HLA-DR doit être considéré négatif sur des CSMh non activées, la 

nomenclature devant préciser le type d'activation ou de stimulation ayant pour conséquence 

la surexpression du HLA-DR. 

Marqueurs Exprimés >95% 

CD105 (endogline, SH2} 

CD73 (SH3, SH4) 

CD90 (thy-1) 

Marqueurs non exprimés<2% 

CD45 

CD34 

CD14 (CD45+) 

CDllb ( CD45+) 

CD79a ( CD45+) 

CD19 (CD45+) 

HLA DR (CSM non activées) 

Tableau 1.1 Marqueurs de surface différentiels pour la caractérisation des CSM Les CSM 

se caractérisents par l'expression de certains marqueurs mais surtour par l'absence de 

marqueurs hématopoïétiques (CD45 et sous populations) et de marqueur des cellules souches 

(CD34) 
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Enfin, elles doivent pouvoir être différenciées in vitro en utilisant des milieux standards de 

différenciation : en adipocytes, révélé par un marquage à Oil Red 0, en ostéoblastes, révélé 

par du Rouge Alizarin ou par le marquage de Von Kossa et enfin en chondroblastes révélés 

par marquage au bleu Alcian ou par marquage immunohistochimique du collagène type II. 

De plus, il convient aussi d'être prudent avec les lots de cellules cultivées extensivement. En 

effet, des altérations génétiques peuvent survenir pouvant entrainer un phénomène de 

transformation, identifié dans notre laboratoire dans le cas de CSMm ce phénomène a été 

décrit par l'équipe de Rubio (Rubio et al, 2005), mais cet article a été rétracté en 2010 car 

certaines des expériences de transformations spontanées n' ont pu être reproduites et ont été 

attribuées à des contaminations des cultures . Il convient malgré tout de faire preuve d' une 

grande prudence dans l'utilisation de ces cellules dans un contexte clinique. 

Enfin, il est important de noter que la moelle osseuse ne constitue pas le seul tissu d' où 

peuvent être isolées des CSM répondant à la définition officielle. Il a été établi que des CSM 

peuvent aussi être dérivées du tissu adipeux, du tendon, de la peau, de l'os, du muscle, du 

cerveau, des reins et autres organes (Meirelles & Nardi , 2009). Toutefois, il semble que leur 

potentiel de différenciation soit différent dépendant de l' organe d'origine des cellules. De 

plus, lors de l'utilisation des CSM isolées de ces organes, le nom du tissu d'origine doit 

apparaitre dans le nom complet. 

1.2.2. Caractéristiques physiologiques 

La moelle osseuse est une formidable usine de production des cellules sangumes : les 

érythrocytes, les plaquettes, les lymphocytes B, prennent naissance au cœur de nos os (figure 

1.1 ). 
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Espace Hématopoïétique 

Os._. 
Artère Centrale 

Sinus de la Moelle Stroma de la moelle 

Figure 1.1 : Populations de la moelle osseuse Représentation schématique de la section 

transversale d ' un os long montrant la structure de la moelle osseuse. Les espaces 

hématopoïétiques sont organisés sous forme de cordes par les cellules stromales (en vert) et 

contiennent des foci distincts de développement d 'érythrocytes et de granulocytes dispersés 

parmi des précurseurs hématopoïétiques immatures. Les cellules sanguines matures entrent 

dans la circulation générale en migrant au travers de l'endothélium du sinus de la moelle. 

(Adapté de (Dunsmore & Shapiro, 2004).) 

Cette réserve de cellules souches hématopoïétiques est située au centre d ' une structure 

tissulaire bien caractérisée, le stroma, qui comprend aussi d'autres types cellulaires comme 

des adipocytes, cellules réticulaires, macrophages, cellules endothéliales vasculaires, cellules 

de muscle lisse et aussi les CSM (Clark & Keating, 1995) (figure 1.2). Ces dernières 

représentent à peine 0.001 % à 0.01 % des cellules nucléées de la moelle osseuse (Pittenger, 

1999), mais leur rôle est loin d'être négligeable. L'une des fonctions principales des CSM de 

la moelle est de fournir un environnement approprié pour l' hématopoïèse, et ce par le jeu 

d ' interactions cellule-cellule ainsi que par la sécrétion de facteurs de croissance et de 

cytokines tels que le M-CSF, SCF, FLT3 ligand, IL-6-7-8-11-12-14 et 15 (Deans & Moseley, 

2000). Elles sont impliquées dans la lymphopoïèse (Torlakovic et al, 2005), notamment la 

maturation des cellules B (Milne et al, 2004), et la maturation extra thymique des 

lymphocytes T (Barda-Saad et al, 1996). 
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La moelle osseuse est aussi un acteur prépondérant de certains types de réponses 

immunitaires. Elle est le site privilégié d' induction de la réponse adaptative aux antigènes 

transportés par le sang, mais est aussi le siège de recrutement central privilégié des cellules T 

mémoires CD8+ (Mazo et al, 2005) et ce par le biais de la chémokine SDF-1 qui se trouve 

être abondamment sécrétée par les CSMs. D'autres études semblent suggérer que les cellules 

stromales peuvent migrer vers les sites de dommage tissulaire et de cicatrisation et participer 

aux mécanismes de réparation. En effet, lors d'un dommage tissulaire, la voie de 

signalisation de TGF(3 est activée et cette dernière est connue pour promouvoir la 

différenciation des CSM (Liu et al, 2006). Les 3 mécanismes de réparation semblant être 

impliqués incluent (i) la différenciation des CSM en cellules présentant le phénotype des 

cellules endommagées (ii) la sécrétion de facteurs de croissance et de cytokines qui 

améliorent les capacités de réparation des tissus endommagés (Prockop, 2003), et (iii) des 

mécanismes de fusion cellulaire (Spees et al, 2003). 

Il a aussi été proposé que les cellules stromales puissent migrer vers le site de tumeurs et 

participer à leur développement. En effet, le microenvironnement d' une tumeur solide 

présente de nombreuses analogies avec celui de tissus stressés et endommagés. Selon les 

modèles envisagés, leur présence s'avère parfois favorable à la croissance tumorale (Djouad 

et al, 2003), mais dans d'autres cas un puissant effet antitumoral a pu être observé (Khakoo et 

al, 2006). Il reste toutefois difficile d'établir un parallèle entre ces modèles et le 

comportement physiologique des CSMh puisque, jusqu'à maintenant aucune preuve n'a pu 

être apportée de leur migration à partir de la MO sur le site de tumeurs spontanées chez 

l'homme. 
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Figure 1.2 : Différenciation des cellules stroma/es mésenchymateuses multipotentes et des 

cellules souches hématopoiétiques (Adapté de The Adult Stem Cell. [n Stem Cell 

Information. Bethesda, MD: National Institutes of Health, 2009 disponible sur 

http://stemcells.nih.gov/info/scireport/pages/chapter4.aspx.) 

1.2.2.1. Plasticité et potentiel de cellules souches 

Un des aspects les plus remarquables des CSMh est leur plasticité. Elles ont déjà 

intrinsèquement la possibilité de se différencier en lignées mésenchymateuses comme les 

adipocytes, ostéoblastes et chondrocytes, d' où leur nom, mais de nombreuses études ont pu 

démontrer leur différenciation en cardiomyocytes (Orlic et al, 2001), cellules musculaires 

(Ferrari et al, 1998), hépatocytes (Theise et al, 2000) et même dans certains modèles en 

cellules ayant des propriétés neuronales (Neirinckx et al, 2013) (figure 1.3). Il est important 

de rappeler que les nombreuses études sur le sujet ont souvent entrainé une confusion entre ce 

qui se passe par exemple pour les cellules d' origine murine et les cellules d'origine humaine. 
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De plus, certains résultats encourageants in vitro n'ont pas toujours pu être traduits par une 

réussite équivalente in vivo. 

Cerveau 

- __; 

Vaisseau sanguin 

Adipocyte 

Moëlle 
Osseuse 

Cellule 
gliale 

Cellule 
épithéliale 

Neurone 

Figure 1.3 : Plasticité potentielle chez les cellules souches non humaines. La moelle osseuse 

est une source complexe de cellules souches hématopoïétiques ou de cellules stromales qui 

présentent des potentiels de différenciation variés (Adapté de ©2001 Terese Winslow, Lydia 

Kibiuk, Caitlin Duckwall) 
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1.2.2.2. Potentiel migratoire et recrutement 

Les CSM ont la capacité d' intervenir dans les phénomènes de réparation tissulaire. Ces 

cellules ont de plus un effet trophique sur la cicatrisation suite à une blessure par exemple, ce 

qui présente un intérêt thérapeutique additionnel (Capian & Dennis, 2006). De nombreuses 

études ont pu démontrer une augmentation de la vitesse de guérison d' un tissu cardiaque 

ayant subi un infarctus en présence de CSMh (Gnecchi et al, 2008; Kinnaird et al, 2004). li a 

été démontré sans équivoque que l'effet observé était dû à la sécrétion paracrine de certaines 

molécules par les CSMh. Des effets équivalents peuvent aussi être observés en utilisant le 

surnageant de CSMh cultivées dans des conditions d' hypoxie équivalentes à celles présentes 

dans un tissu cardiaque ischémique. D' autres études invoquent la relation de CSM et des 

péricytes avec le tissu endothélial environnant (Meirelles et al, 2009). En effet lors d' une 

blessure, une forte apoptose cellulaire a lieu localement avec pour conséquence l' activation 

des cellules endothéliales après sécrétion dans le milieu du VEGF. À leur tour, les péricytes 

et CSM présents sont activés suite à la perte de contact avec les cellules endothéliales et donc 

prolifèrent, produisant alors un ensemble de facteurs paracrins facilitant la réparation 

tissulaire, mais aussi modulant la réponse immunitaire et l' inflammation. Elles peuvent 

éventuellement se différencier en cellules du tissu environnant. 

Par le biais de mécanismes similaires à la réparation tissulaire, les CSM ont la propriété de 

favoriser l' angiogenèse dans de nombreux contextes. Par exemple, l' injection de cellules 

stromales murines dans du Matrigel chez des souris induit une forte vascularisation de 

l' implant ainsi généré dans les semaines suivantes (Al-Khaldi et al, 2003b). D' autres modèles 

d' ischémies chez le rat montrent là aussi une récupération presque complète des animaux 

suite à l' injection sur le site ischémique de CSMr (Al-Khaldi et al, 2003a). Les mécanismes 

impliqués semblent principalement de type paracrins, toutefois la présence des cellules sur le 

site reste essentielle et dans le cas de modèles murins notre laboratoire a pu montrer une 

différenciation in vivo des CSM en cellules endothéliales. Cette différenciation reste toutefois 

anecdotique et n'explique pas à elle seule le phénomène. Notre étude dans ce présent projet 

consiste à identifier plus en détail les mécanismes impliqués dans cette néovascularisation. 
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1.2.3 . Implication dans d'autres mécanismes physiologiques ou pathologiques 

1.2.3 .1. Rôle immunologique 

Les CSM ont des propriétés immunosuppressives. Là encore, cette propriété particulière peut 

avoir un impact positif (notion de donneur universel , limitation de l' inflammation lors de la 

réparation tissulaire, traitement de maladies auto-immunes), mais peut aussi se montrer 

nocive (facilitation de la croissance tumorale). Il a été montré qu'in vitro, des cellules 

stromales inhibaient la prolifération des lymphocytes mis en contact avec des cellules 

présentatrices d'antigènes (Blanc et al, 2003). Cet effet immunosuppresseur semble être 

médié principalement par des cytokines et chémiokines, telles que le PGE2, l'HGF, le TGFl31 

et l'IDO (Pommey et al, 2006), sécrétés par les cellules stromales, mettant encore une fois en 

avant les propriétés de leurs fonctions paracrines (Tyndall et al, 2005). De plus, cet effet a été 

confirmé dans de nombreuses autres approches in vitro avec d' autres cellules du système 

immunitaire, par exemple dans une réaction lymphocytaire mixte, la suppression de réponse 

est notée lorsque l'on ajoute les MSC, la prolifération des lymphocytes est en effet fortement 

diminuée (Uccelli et al, 2007) (figure 1.4). 

Dans le cadre de greffes de moelle osseuse allogénique dans des modèles murins il est montré 

que l'injection de CSM au moment de la déclaration d' une GvHD (maladie du greffon contre 

l'hôte) permet un arrêt de l'évolution de la maladie voir une réversion complète de la 

pathologie (Le Blanc et al, 2004) . L'utilisation des CSMh est en cours d' essai clinique chez 

l' humain pour le traitement de la GvHD (voir tableau 1.2). Il faut noter toutefois, qu 'en 

fonction du contexte, le phénomène d' immunosuppression n' est pas toujours observé. Dans 

le cadre de modèles murins de greffe de cellules allogéniques, les mécanismes de rejets sont 

conservés (Eliopoulos et al, 2005). Une façon d'interpréter leur rôle immun modulateur passe 

aussi par la découverte de fonctions de présentation de l'antigène. Il a été démontré in vitro et 

in vivo que dans un contexte où les cellules sont chargées avec un peptide antigénique, une 

réponse immunitaire de type cytotoxique est alors observée. Cet effet a été confirmé in vitro 

avec des cellules humaines (Romieu-Mourez et al, 2007). 
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Figure 1.4 : Propriétés immunologiques des CSM(adapté de (Pommey et al, 2006).) 
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Enfin, il est important de noter que de nombreux indices indiquent que les CSM peuvent 

aider au développement des vaisseaux lymphatiques lors de la lymphangiogénese. (Alitalo et 

al, 2005). Cela peut présenter des avantages lors d'œdèmes lymphatiques car leur injection 

locale permet la reconstitution d' un maillage lymphatique satisfaisant (Zhou et al, 2011). 

1.2.3.2. Rôle dans le développement tumoral 

Dans des modèles munns, nous avons pu constater dans notre laboratoire que l' injection 

concomitante des cellules stromales avec des cellules cancéreuses induisait un 
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développement tumoral plus rapide que dans le cas de cellules tumorales injectées seules 

(Annabi et al, 2004). Des observations similaires ont pu être notées dans notre laboratoire sur 

un modèle murin de glioblastome en Matrigel in vivo (figure 1 .5). In vitro, des observations 

similaires ont permis de visualiser la motilité de ces cellules dans le cadre d'expériences de 

migration cellulaire. Ces résultats indiquent que les CSM aident au développement tumoral : 

les tumeurs sécrètent des facteurs de détresse dus à l' hypoxie, mais aussi par des facteurs 

paracrins intrinsèques à la tumeur, ce qui a pour effet de recruter des CSM sur site qui aident 

à la néo-vascularisation tumorale que ce soit par des mécanismes directs (différenciation en 

cellules endothéliales) ou indirects (recrutements de cellules endothéliales via des facteurs 

paracrins sécrétés pas les CSM)(Al-Khaldi et al, 2003a). 

Coloration basale 

U-87 U-87 + MSC 

U-8 7 

2 mm 

U-8 7 + BM SC 

Figure 1.5: Néo vascularisation tumorale induite par les CSMm in vivo. Des souris C57Bl/6 

sont injectées soit avec des cellules tumorales U87, soit avec le même nombre de cellules 

U87 complémentées avec des cellules stromales de souris. L'ajout des CSMm induit une 

vascularisation bien plus forte de la tumeur et entraine une masse tumorale supérieure. 
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Un autre facteur important du développement tumoral est la capacité de développer des 

métastases. Bien souvent les cellules métastatiques circulent via les vaisseaux lymphatiques 

entrainant le développement de tumeurs secondaires dans les ganglions lymphatiques (cancer 

du sein, cancer du poumon). Ce type de métastase constituant un pronostic négatif quant à la 

survie du patient dans de nombreux types de cancers. Là encore, les CSM peuvent jouer un 

rôle dans le développement métastatique du fait de leur possible initiation de la 

lymphangiogénese (Adams & Alitalo, 2007). Enfin et de manière plus inquiétante, il est 

arrivé de voir un développement de tumeurs dans des modèles murins oû étaient seulement 

injectés des cellules stromales. Cette croissance tumorale a pu être identifiée ultérieurement 

comme étant attribuable à une instabilité chromosomique des CSM gardées trop longtemps 

en culture.(communication non publiée). Ce phénomène de transformation a aussi été décrit 

dans le cas des CSMh in vitro (R0sland et al, 2009). 

Dans le cas de tumeurs solides spontanées humaines, les fibroblastes associés aux tumeurs ou 

aux carcinomes (FAC) jouent un rôle important dans la croissance des tumeurs épithéliales 

solides. Des travaux récents ont montré que les CSMh peuvent être une source de F ACs. 

(Mishra et al, 2008). Il avait déjà été démontré que les CSMh sont localisées naturellement 

sur les sites de l' hématopoïèse (moelle osseuse) où elles ont été identifiées initialement, mais 

aussi sur les sites d'inflammations, de blessures et surtout de manière peut être plus 

intéressante au niveau des tumeurs solides. La capacité des CSMh à migrer sur le site de 

tumeurs peut être exploitée à des fins thérapeutiques. Les CSMh pourraient être utilisées 

comme véhicule de transport de médicament au cœur même de la tumeur par le biais de 

techniques de thérapie cellulaire. De nombreuses études ont montré avec succès l' utilisation 

de cette approche dans des modèles murins de glioblastome et de mélanome (Nakamizo et al, 

2005; Studeny et al, 2002; Stagg et al, 2004). Toutefois, d' autres études dans des modèles 

murins équivalents montrent une contribution des CSM à la croissance tumorale (Djouad et 

al, 2003). Ces résultats contradictoires mettent en relief des mécanismes d' intervention des 

CSM que ce soit dans un contexte physiologique normal ou pathologique. Leur impact peut 

donc s'avérer positif ou délétère selon les circonstances. Même si le rôle exact des CSM dans 

la croissance tumorale ou encore dans la dissémination des métastases reste encore à être 

élucidé, il demeure fondamental de continuer l'étude de ces cellules dans le cadre de 
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thérapies anticancéreuses indirectes (cellules utilisées comme véhicules de médication 

anticancéreuse) ou directes (ciblage des cellules stromales des tumeurs pour fragiliser le 

développement tumoral). 

1.2.3.3 . Maladies liées au dysfonctionnement des CSMh : Le cas de la maladie de Gaucher 

Une autre façon de connaitre l'importance du rôle physiologique des CSMh est de trouver 

des exemples de maladies dans lesquels elles présentent un dysfonctionnement. Dans le cas 

de la maladie de Gaucher par exemple, des études récentes montrent que les symptômes 

seraient attribuables à un dysfonctionnement des CSM in situ dans la moelle osseuse 

(Campeau et al, 2009; Lecourt et al, 2013). La maladie de Gaucher est une maladie génétique 

autosomale récessive due à la mutation du gène codant pour la (3-glucocerobrosidase (GBA) 

qui se manifeste par une déficience dans le stockage lysosomal. Cela entraine une 

accumulation significative de glucocerebroside dans les cellules de lignée phagocytaire, 

principalement des macrophages, mais aussi des complications osseuses comme des 

fractures, osteopenia et infiltrations de la moelle osseuse. Le type 1 de la maladie qui est le 

plus courant, cause une hépatosplénomégalie, un dysfonctionnement de la moelle osseuse et 

des altérations du squelette. La première étude démontre une altération du sécrétome des 

CSMh chez les patients atteints du type l (Campeau et al, 2009). Leurs cellules stromales 

semblent normales par ailleurs et répondent aux critères décrits dans la littérature (Dominici 

et al, 2006). Leur sécrétome, déterminé par une technique de quantification des cytokines au 

niveau protéique ou transcriptionnel, montre une augmentation de la production de 

nombreuses cytokines inflammatoires en particulier le TGFa, l' IL-8 et le CCL2, ce dernier 

pouvant être directement relié à l' augmentation de la présence de S 1 P dans les cellules et 

corrèle avec les implications osseuses de la maladie de Gaucher. La seconde étude (Lecourt 

et al, 2013), montre clairement que dans la moelle osseuse de patients souffrant de la maladie 

de Gaucher, alors que les cellules souches hématopoïétiques présentent un fonctionnement 

normal, les CSMh quant à elles confirment une altération de leur fonctionnement quant à leur 

capacité de différenciation ostéablastique et montrent ainsi leur contribution dans les 

problèmes osseux des patients Gaucher. 
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1.2.4. Potentiel thérapeutique des CSMh 

Aux vues des nombreuses propriétés souvent contradictoires en apparence des CSMh, de 

nombreuses approches thérapeutiques potentielles ont été suggérées. Il convient toutefois de 

rester prudent, surtout concernant leur potentielle d'implication dans le développement 

tumoral. D'autre part, les observations faites dans les modèles animaux ne se transposent pas 

nécessairement automatiquement aux modèles humains. Il est parfois difficile dans la 

littérature de bien identifier le type de modèle (humain ou animal) et les nombreuses revues 

sur la vaste thématique des CSM mélangent allègrement les conclusions indépendamment du 

modèle étudié (Voir Tableau 1.2 et Tableau 1.3). 
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Maladie Espèce Route d'administration M échanism e de l'effet des CSM Source des Cellules REF 

Suppression des Th17 et augmentation CSM déri vées de la moel le 

Lupus systémi que éryth émateux Souris Ve in e de la queue des ce llu les Treg CD4+CD2S+Fox P3+ osse use murine 1 
Diminuti on de l'expension ce ll ul aires 

des Thl et Th17 et induction ou 

gé né ratio n de nova des cell ules Treg CSM dé rivées de t issu 

Arthrite Rhum atoide Souri s lntrapéritonéale C04+C025+FoxP3+ adipe ux humain 2 

Di minution de l'expension cell ulaires 

des Th l et induction ou générati on de CSM dérivées de la moe ll e 

Di abet e autoimmun de Type 1 Souris Veine de la queue nova des cell ules Treg CD4+CD2S+Fox P3+ osse use murin e 3 

Défauts du systéme Fournit des facte urs de croissance et/ou CSM dérivées de la moe ll e 

hématopoiétiqu e Souris Ve ine de la queue des récepti on d'adhésion essentie ls osse use hum aine 4 

Expression di minuée de cytomkin es 

infl ammatoires te ll es que TNFa, IFN g et CSM dérivées de tissu 

Maladie du greffon contre l'hôte Souri s Vei ne de la queue IL-12 adipe ux murin 5 

Produ ction d'oxyde nitriqu e indui t par 

cytokin e via la suppression de la 

prolifé rati on des ce llul es T médi ée par CSM déri vées de la moell e 

Maladie du greffon contre l'hôte Souris Ve ine de la queue les CSM osse use murine 6 

Transplantati on de sécrétion à haute dose de cytokines CSM dérivées de tissu 

Infarctus du myocarde Rat monocouche de CSM angiogén ique et ant iapoptot iques adipeux de rat 7 

stimul at ion des ce llu les souches CS M dérivées de la moe l le 

Infarctus du myocard e Porc Transendocardi aque cardi aq ue endogénes osse use humaine 8 

Inj ection intranasate Di mi nution de la produ ction de CSM dérivées de la moe lle 

Maladie de Parkinson Rat au ce rveau cytokin es infl ammatoires osse use de rat 9 

Transplantati on de 

matri ce 30 conte nant dépôt de fibronectine et dimi nut ion CSM dérivées de la moe l le 

Lésion de la moe ll e é pini ère Rat des CS M d'expression du TNFa et IL-1 osse use de rat 10 

Di minution de l'activité 

Maladie infl amm atoire de myé lopéroxidase du colon et de CSM dérivées de ESC 

l'intestin Souris lnt rapéri tonéale l'infiltrati on de neutrophi les humai nes 11 

Expression accrue de MMP-9 et MMP-14 CSM dérivées de la moe ll e 

Fibrose hépatique Souris Ve in e de la queue et diminution d'expression du TGF-bl osseuse murine 12 

le ILlRN expri mé par les CS M antogoni se 

la f onction de IL- l a et le relargage de CSM dérivées de la moe ll e 

Lésion pulmonaire Souri s Ve in e jugulaire TN F-a par 1 es macrophages osseuse mu ri ne 13 
Inhibition de la voie d'infl amm ation de 

l 'a i lergie respiratoire médi ée parîh2 et 

promotion d'un phénotype Th l des 

lymphocytes T CD4+ antigéne- CSM dérivées de la moe l le 

Lésion pulmonaire aigue Souri s Ve in e de la qu eue spécifi qu es via un mécani sme IFNg - osse use muri ne 14 
Contribution à l'in itiation des cals par 

l'expression de BMP-2 et des niveaux CSM dérivées de la moe ll e 

Fracture osse use Souris Vei ne de la queue réduits de TNF-a et IL-1 osseuse murine 15 

lntrapéritonéale ou Sécréti on del a prote ine anti - CSM déri vées de la moe ll e 

Abrasion de la cornée Souris intrave ineuse infl ammatoire TSG-6 osse use murine 16 

Suppression des ce llu les Th17 et CSM déri vées de la gencive 

Plaie de la peau Sou ris Veine de la queue augmentati on de l'expression de IL-10 humaine 17 
CSM déri vées de la moe l le 

Effet immunosuppresseur et re largage osseuse murine et 

Pl aie de la peau Souris Intradermiqu e de cytokin es de réparati on tissul aire f ibroblastes 18 

Tableau 1.2 : Traitement de maladies par les cellules stroma/es mésenchymateuses dans des 

modèles animaux, références : l(Sun et al, 2009) 2(Gonzalez et al, 2009) 3 (Fiorina et al, 

2009) 4 (Delalat et al, 2009) 5 (Yafiez et al, 2006) 6 (Ren et al, 2008) 7 (Miyahara et al, 

2006) 8 (Hatzistergos et al, 2010) 9 (Dan ie lyan et al, 2011) 10 (Zeng et al, 2011) 11 
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(Sanchez et al, 2011) 12 (Sakaida et al, 2004) l3 (Ortiz et al, 2007) 14 (Goodwin et al, 2011) 

15 (Granero-Molt6 et al, 2009) 16 (Roddy et al, 2011) 17 (Zhang et al, 2010) 18 (Chen et al, 

2009)adapté de : Concise Review : Mesenchymal Stem Cells and Translational Medicine 

Emergine Issues, Ren G et al, Stem Cells Translational Medicine 2012; 1 :51-58 

Masse 
Phase de l'essai Cellulaire 

Maladie # Conception de l'essai Effets clinique (hCSM/kg) Source de CSM REF 

Réponse réduite : di minution des stade CSM déri vées de moelle 

Perfusion sytémique de GvHD, aucune tox icité perfusionnelle 2,ox 106
, 8.0x osseuse al logénique 

GvHD 12 (ve ine périphéri que) aigue ou autre identifiée Phase Il io' (prochymal) 

Ré ponse réduite, pas de toxici té CSM dérivées de moelle 

Perfusion sytémlque perfusionnelle n i formation de tissus 2.Q X 106
, 8.Q X osseuse allogénique 

GvHD 32 (vei ne périphéri que) ectopiques Phase Il 10' (prochymal) 
Réduction des épisodes de tachycardie 

ventri culai re et fonction pulmonaire CSM déri vées de moelle 

Perfusion sytémique améliorée, meil leur score global des 0.5 X 10
5
, 1.6 X osseuse allogénique 

Infarctus du Myocarde 53 {veine périph érique) symptomes, aucun effe t défavorable Phase 1 10
5
, 1.6 X 10

5
, ( prochymal) 

Perfusion sytémique Diminution des stades de GvHD, bien CSM dérivées de moelle 

GvHD 46 (veine périphéri que) toléré sans effet défavorable Phase 1 2.0 • 5.0 X 10
5 

osseuse atlogénique 4 

Perfusion sytémique Augmentati on significat ive du glucose 4.0 x 10
7
, nb 

(ve ine péri phéri que) ou dans la région du cerveau, aucun effet total de CSMh CSM dérivées de moelle 

Atrophie multisystémique 29 locale (veine po rtale) défavorable relié à la t hérapi_e cellulaire Phase Il par injection osseuse autologue 

Perfusion locale (artère MELO, pas d'effe t secondaire sérieux ni CSM déri vées de moe lle 

Insuffi sance hépatique 105 hépatique) compli cation Phase 1-11 Inconnu osseuse autologue 

Perfusion sytémique prothrombine e t de la créatinine 4.0x 10
7

, nb 

(veine périphérique) ou sériqu e, augmentation de l 'albumine total de CSMh CSM déri vées de moelle 

Cirrhose du foie 8 locale (veine portale) sérique, aucun effet défavorabl e Phase 1-11 par injection osseuse autologue 

Amélioration du temps d 'éveil sans 

douleur, AVI, pression d'oxygéne 

Ischémie critique du membre Injection locale transcutanée, aucun effet défavorable CSM dérivées de moelle 

et ulcére du p ied diabétique N/A (intramusculaire) sé rieux Phase 1 Inconnu osseuse autologue 

Réducti on de la profondeur de sondage 

Injection loca le (surface et gain de la capacité d'attachement. CSM dérivées de moelle 

de la racine et espace Disparit ion de saignement et de ta osseuse autologue de la 

Dé faut Parodontal 1 adjacent endommagé) mobilité de la dent. Aucun effet Phase Inconnu crète ili aque 

Aurune améli orat ion signi fi cative des 

Lésion chronique de la moelle Injection locale mesures diniques, pourrai t avoir des CSM déri vées de moelle 

épinière 64 (intrathecal) effe ts secondaires Phase 1-11 Inconnu osseuse auto logue 10 

Tableau 1.3 : Exemples d 'essais cliniques utilisant des traitements à base de CSM publiés 

sur clinicaltrials.gov Références : 1 (Prasad et al, 2011) 2 (Kebriaei et al, 2009) 3 (Hare et al, 

2009) 4 (Lazarus et al, 2005) 5 (Lee et al, 2008) 6 (Peng et al, 2011) 7 (Kharaziha et al, 

2009) 8 (Lu et al, 2011) 9 (Yamada et al, 2006) 10 (Kishk et al, 2010) adapté de :Concise 

Review : Mesenchymal Stem Cells and Translational Medicine: Emergine Issues, Ren G et 

al, Stem Cells Translational Medicine 2012; 1 :51-58 
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1 .2.4.1. Exemples d'approches en thérapie cellulaire 

Des études (Schuleri et al, 2007) ont révélé un rôle déterminant des CSM dans la réparation 

cardiaque, notamment en co-injectant ces cellules directement sur une zone d ' infarctus chez 

le rat. (Miyahara et al, 2006). Toutefois, l'impact sur la guérison post-infarctus est largement 

attribué au sécrétome des CSM car le même effet thérapeutique est observé seulement en 

utilisant du milieu conditionné de CSM cultivées en condition hypoxique (Gnecchi et al, 

2008). Ce phénomène est cohérant avec la faculté des CSM à sécréter de façon paracrine des 

molécules chimiotactiques (figure 1.6). Ces dernières peuvent alors recruter des facteurs de 

réparation tissulaires ainsi que des cellules endothéliales, en particulier lorsque les cellules 

ont été placées auparavant en milieu hypoxique (Al-Khaldi et al, 2003a). 

L'utilisation des CSMh dans le traitement d'osteogenesis imperfecta (01) lors de l'étude 

clinique effectuée par l'équipe de recherche de Horwitz s'est avérée encourageante (Horwitz 

et al, 2002). L' O! est une maladie génétique aussi appelée maladie de l' os de verre qui se 

traduit par une fragilité extrême des os. Les patients atteints naissent avec des tissus 

connectifs déficients et avec un collagène de type-1 dysfonctionnel. À ce jour, il n'y a pas de 

traitement connu. L'idée de l'équipe d' Horwitz est de transplanter des CSMh allogéniques 

avec pour objectif de restituer les fonctions d'ostéogenèse chez les jeunes patients 01 de 

l'étude. Pour 5 des 6 patients traités, les améliorations de croissance et de solidité osseuse 

vont de 60% à 94% par rapport à la croissance attendue chez ces patients. 

D'autres études ont aussi montré un impact favorable des CSM pour la réparation du système 

nerveux central lors de maladies neurodégénératives (Danielyan et al, 2011 ; Kan et al, 2007). 

plusieurs théories viennent à l'appui des effets bénéfiques notés dans différentes études : le 

remplacement cellulaire via la différenciation des CSM en neurones ce qui constitue un réel 

avantage à long terme, la sécrétion de facteurs trophiques qui peuvent expliquer les 

améliorations transitoires en stimulant la croissance des neurones, la multiplication des 

cellules endogènes et la régénération de la fibre nerveuse et enfin l' immunomodulation 

(figure 1.6). De nombreux articles mentionnent des mécanismes d' inflammation pour 

expliquer la neurodégénération, de cette manière l'ajout de cellules immunosuppressives 
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comme les CSM contribuerait à contrôler l' inflammation et donc à diminuer les symptômes 

neurodégénératifs. 

De la même manière, les CSM ont été utilisées pour vérifier leur capacité à réparer le système 

nerveux périphérique comme dans Je cas de déficience de la moelle épinière (Kishk et al, 

2010) où les différentes propriétés des CSM sont, là aussi, mises à jour et impliquent à la fois 

la cellule el le-même et son potentiel de différenciation, son effet paracrin chemoattractant, 

stimulant de la croissance cellulaire, mais aussi immunosuppresseur. 

lmmunomodulation ij;-
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, ;oc Ccll9n?CCL2 
1 1 1 ( 1 

CDS CD4 NK B Ccll Treg 
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Figure 1.6 : Effets paracrins des CSM mises en culture : La sécrétion d'une vaste gamme de 

molécules bioactives semble constituer le mécanisme principal par lequel les CSM sont 

capables de générer leurs effets thérapeutiques. Ces molécules sécrétées se classent en 6 
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catégories principales. Ne sont représentées sur le graphe que les plus connues d 'entre elles et 

ne constituent pas une liste exhaustive. (Adapté de (Meirelles et al, 2009).) 

1.2.4.2. Approches de thérapie génique 

Puisque les CSM ont déjà montré leur facilité d'utilisation et leurs capacités thérapeutiques 

intrinsèques, pourquoi ne pas aller plus loin dans leur utilisation? En parallèle aux recherches 

sur leurs fonctions et propriétés naturel les, une autre branche de recherche se concentre sur 

l' utilisation des CSM comme véhicule de molécules thérapeutiques (Eliopoulos et al, 2003). 

Les CSM constituent un véhicule idéal pour la thérapie génique, elles peuvent être 

relativement facilement dérivées de la moelle osseuse, placées en culture et amplifiées. En 

quelques mots, la thérapie génique consiste à modifier le génome des cellules de manière à 

corriger une anomalie ou une pathologie ou encore pour s'en servir comme « usine de 

production » d'une ou de plusieurs molécules d' intérêt thérapeutique. li peut s'agir de 

modifier par exemple directement les cellules du patient qui sont déficientes pour 

l'expression d ' un gène et ainsi corriger son activité (Cavazzana-Calvo et al, 2000; Aiuti et al, 

2013) ou encore de se servir de cellules génériques, si possibles autologues, qui seraient 

modifiées génétiquement afin de sécréter une molécule d' intérêt thérapeutique. 

Les principes de la thérapie géniques peuvent être appliqués de manière relativement aisée 

avec les CSM. En effet elles sont facilement isolables, permettent jusqu'à 40 passages en 

culture, et de plus se prêtent aisément à des infections aux rétrovirus recombinants pouvant 

intégrer un gène d' intérêt thérapeutique dans la cellule hôte. D'autres méthodes de transfert 

de gène peuvent également être envisagées. Les cellules peuvent être celles mêmes du patient 

qui seront modifiées ex vivo. Il est même envisagé d' utiliser leurs propriétés 

d'immunosuppression pour mettre au point des cellules génériques qui seraient des donneurs 

universels, ce qui rendrait les processus de contrôle, de fiabilité et de sécurité beaucoup plus 

accessibles. Les cellules peuvent ensuite être réinjectées ou placées dans une matrice 

tridimensionnelle comme le Matrigel ou le « Contigen » qui est injectable chez l' humain 

(Eliopoulos et al, 2004). L'intérêt de l'utilisation d' une matrice est que les CSM permettent 
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la constitution d'un néo-organe vascularisé et permet ainsi une sécrétion prolongée de la 

molécule d'intérêt. De plus, les cellules étant autogéniques, il n'y a pas occurrence de rejet 

immunologique des cellules. 

1.2.4.3. Exemples d'approches immunologiques 

Les propriétés d' immunomodulation des CSMh sont moins souvent mentionnées dans la 

littérature car moins étudiées que leurs autres facultés. Cependant, cette propriété a été 

élégamment exploitée par l'équipe du Dr Le Blanc dans le traitement de la GvHD de type N 

(mortelle) chez un enfant de 9 ans (Le Blanc et al, 2004). L'injection de CSMh de la mère a 

conduit de manière spectaculaire à la complète rémission de la GvHD. Ces résultats 

préliminaires ont été suivis par une étude plus complète sur 55 patients (Le Blanc et al, 2008) 

avec environ la moitié avec des CSMh issues de donneurs ayant un type HLA compatible 

afin de minimiser les chances de rejet et l'autre moitié des CSMh issues de donneurs de type 

HLA complètement différent. Plus de la moitié des patients ont pu obtenir une rémission 

complète de la GvHD et la plus grosse partie des patients restants ont vu leurs symptômes de 

GvHD passer à un grade beaucoup moins sévère et gérable dans la vie de tous les jours, le 

résultat n'étant pas corrélé au type HLA injecté. Ces résultats permettent d' envisager 

l'utilisation de CSMh sans contrainte due au typage HLA, et en tant que «donneuses 

universelles ». 

Enfin, un aspect des CSM, découvert encore plus récemment, met en évidence leur fonction 

de cellules présentatrices d'antigènes «douces ». En effet, il a été montré in vivo et in vitro 

que les CSMm et CSMh pouvaient non seulement monter une réponse immune dans des 

modèles in vitro via leur capacité de présentation d 'antigène (Romieu-Mourez et al, 2007) 

mais aussi que cette propriété peut être utilisée in vivo dans le cadre de processus de 

vaccination anticancéreuse par exemple (Stagg et al, 2006). Bien sûr, il est nécessaire que les 

cellules soient stimulées par l'IFNy afin d'augmenter l'expression du CMH de classe JI. Elles 

sont alors capables de présenter les peptides choisis et la réponse obtenue est considérée 

comme modérée si on la compare à ce qui peut être obtenu dans des conditions similaires 

avec des cellules présentatrices d'antigènes classiques, les cellules dendritiques par exemple. 
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Les CSM présentent le double intérêt d' être obtenues facilement et de pouvoir être modifiées 

et maintenues en culture. Elles représentent donc une option de vaccination cellulaire 

pratique et efficace. 

1.2.4.4. Approches anticancéreuses 

On a pu voir que les cellules stromales participent, de manière soit négative (en favorisant) 

soit positive (en inhibant), au développement tumoral. Dans le cas où elles participeraient 

naturellement au développement tumoral et que les cellules stromales sont recrutées par la 

tumeur afin de lui apporter un soutien « logistique» et tissulaire, cibler ces CSMh afin de les 

détruire avec les cellules tumorales devient une stratégie pertinente qui permet d ' augmenter 

l'effet thérapeutique tout en minimisant les risques de rechute. 

Les CSM peuvent, par exemple, être ciblées par traitement anti-angiogénique. En effet, leur 

rôle dans la croissance vasculaire grâce à leurs sécrétions paracrines et le support tissulaire 

qu'elles fournissent aux tumeurs (par exemple via leur différenciation en péricytes) les 

rendant susceptibles aux traitements anti-angiogéniques (Crisan et al, 2008). Lorsque ces 

cellules sont injectées, elles ont la propriété d 'être recrutées aux sites tumoraux (Annabi et al, 

2004). Cette propriété peut alors être utilisée à notre avantage car ces cellules peuvent alors 

agir comme cheval de Troie soit pour délivrer in situ un médicament anticancéreux, ou 

encore en sécrétant un composé capable d'activer le système immunitaire du patient contre la 

tumeur (Stagg et al, 2004). Encore une fois, il faut définir de quelle façon se déplace 

l'équilibre entre les effets négatifs et positifs de ces cellules sur la croissance tumorale. 

1.2.4.5. Approches pro-angiogéniques 

Quelquesoit le type d ' utilisation envisagé pour les CSM, leur capacité à induire une réponse 

angiogénique est un avantage certain. L ' initiation d'une réponse inflammatoire pro

angiogénique est indispensable à la réparation tissulaire et tout facteur pouvant améliorer ce 

phénomène est un avantage. L'injection directe des CSM sur une zone hypoxique ou 

ischémique permet de circonvenir la faiblesse ou la lenteur de la réponse naturelle et donc de 
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restaurer un vaisseau endommagé (Al-Khaldi et al, 2003a; Aghi & Chiocca, 2005) ou un 

tissu cardiaque ayant subi un infarctus.(Orlic et al, 2001; Hare et al, 2009). Dans certains cas, 

il est important d' allonger la durée de vie des cellules sur sites car même s'il est envisageable 

que seuls les facteurs paracrins aient un réel effet, permettre une sécrétion prolongée de ces 

facteurs est indispensable. JI est possible de définir in vivo un support matriciel permettant 

aux cellules de survivre localement comme en Matrigel (Hughes et al, 2010) ou Contigen 

(Eliopoulos et al, 2004), et de profiter ainsi de leurs propriétés intrinsèques à survivre en 

conditions hypoxiques sévères et ainsi les utiliser dans les nombreuses approches 

thérapeutiques envisagées dans les paragraphes suivants. Il est essentiel de comprendre ces 

mécanismes de survie et d'adaptation bénéfiques afin de pouvoir les appliquer de manière 

optimisée dans des contextes encore plus variés. Ce que ces cellules sécrètent en condition de 

stress constitue l'élément déclencheur et/ou favorable à tous les phénomènes décrits plus haut 

et la clé est de comprendre en premier leurs capacités pro-angiogéniques qui sont une 

combinaison de leurs propriétés paracrines, de différenciation et d'interaction avec la matrice 

extracellulaire. Toutes les autres propriétés de ces cellules découlent de leur principe 

premier: l' angiogenèse. 

1.3. L'angiogenèse 

Dans notre étude, nous nous sommes particulièrement penchés sur les potentiels 

angiogéniques et vasculo-géniques des CSMh. Notre équipe a montré que les CSM murines 

cultivées en Matrigel, ce qui se rapproche du modèle physiologique naturel (Hughes et al, 

2010), sont fortement impliquées dans le développement de vaisseaux sanguins in vivo dans 

le modèle de matrice de Matrigel (Al-Khaldi et al, 2003b). De façon cohérente, une co

injection des CSMm avec des cellules tumorales montre une accélération de la croissance 

tumorale (Annabi et al, 2004) 

L'angiogenèse est le phénomène par lequel de nouveaux vaisseaux sanguins sont générés à 

partir de vaisseaux sanguins préexistants. Ce phénomène se produit de façon physiologique 

lors de l' organogénèse et de la réparation tissulaire. Un dysfonctionnement de l'angiogenèse 

peut générer par exemple de l'ischémie ou hypoxie entrainant une dégénérescence tissulaire. 
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Ce phénomène d'ischémie est fortement impliqué dans la dégénérescence cardiaque ou 

vasculaire conséquante à une crise cardiaque ou à un caillot veineux ou sanguin. Il est 

intéressant de noter que les mécanismes cellulaires d'angiogenèse peuvent être détournés de 

leur fonction première par les cellules tumorales leur assurant ainsi l'apport d'oxygène et de 

nutriments via la génération de vaisseaux sanguins à partir du réseau existant. Ce phénomène 

d'angiogenèse tumorale semble être favorisé et amplifié par la présence de cellules stromales 

comme le montrent des résultats obtenus dans notre laboratoire (figure 1.5). 

1.3 .1. Angiogenèse physiologique 

L ' angiogenèse physiologique se produit généralement lors de l' organogénèse, mais aussi lors 

de la réparation tissulaire à la suite d'une blessure. Il s' agit du phénomène de croissance de 

nouveaux vaisseaux sanguins (ou néovascularisation) à partir de vaisseaux préexistants et 

constitue un phénomène physiologique normal. Plusieurs facteurs solubles sont nécessaires à 

la manifestation des phénomènes d'angiogenèse à savoir les facteurs pro-angiogéniques 

VEGF, FGF et le PDGF, mais aussi les inhibiteurs des facteurs anti-angiogéniques comme 

l'angiostatine ou la thrombospondine (figure 1.7). Le système de l'angiopoiétine et ses 

récepteurs Tie-1 et Tie-2 constituent un autre mécanisme de l 'angiogenèse. Durant 

l'angiogenèse physiologique, des stimuli tels que l'hypoxie peuvent enclencher la cascade 

d' événements menant à l'angiogenèse. La sécrétion initiale de FGF et VEGF permet la 

déstabilisation de la membrane et l' initiation du développement des vaisseaux et la 

prolifération des cellules endothéliales. Les MMPs favorisent le remodelage de la matrice 

extracellulaire (MEC) et augmentent la disponibilité des facteurs de croissance stockés dans 

la MEC. Lorsque la connexion se fait et que l'hypoxie diminue, la sécrétion de VEGF 

diminue au profit de la sécrétion du PDGF de l' angiopoiétine et du TGFb 1 qui vont permettre 

la stabilisation des cellules murales des vaisseaux, des péricytes et des cellules musculaires 

lisses (figure 1.6). 
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Figure 1.7 : Angiogenèse physiologique: Mécanisme de formation physiologique de 

nouveaux vaisseaux sanguins suite à un stimulus de type hypoxique. (Adapté (Chung et al, 

2010).) 

1.3.2. Angiogenèse pathologique 

Lorsque le phénomène d'angiogenèse ne peut plus répondre de manière adéquate, on entre 

alors dans un déséquilibre qui peut entrainer différentes pathologies. Une insuffisance de 

l'angiogenèse est associée à de l' ischémie. Ce phénomène est aussi associé aux complications 

du diabète et se traduit par des défauts dans la réparation de lésions conséquentes à la maladie 

(ulcère diabétique). À l' inverse, une suractivité des évènements angiogéniques serait associée 

à des pathologies comme le psoriasis ou encore le phénomène des plaques d 'athérosclérose 

(Folkman, 2007) (tableau 1.4). 
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Maladie Symptomes REFERENCE 

Retinopathie diabétique Perte de vision 1 

Diabéte lschemie sévere et ulcere 2 

Arthrite rhumatoïde Douleur et immobilité du à la destruction du cartilage 3 

Plaques d'athérosclérose Douleurs poitrinaires, dyspnoea 4 

Endometriose Douleurs abdominales et saignement intraperitonéal 5 

Maladie de Crohn Saignement intestinal 6 

Psoriasis Démangeaisons severes persistantes 7 

Fibroides utérins Saignement vaginal, douleurs abdominales 

Hypertrophie bénigne de la prostate Rétention urinaire 
saignements, thrombose, anémie, ascites 

Cancer abnominaux, douleurs osseuses, oedeme cérébral 

autour de tumeurs et autres symptomes 

Tableau 1.4: Exemples de maladies dépendantes de l 'angiogenèse, 1 (Noonan et al, 2013) 2 

(Howangyin & Silvestre, 2014); 3 (Zhao et al, 2013); 4 (Cheng et al, 2013); 5 (Edwards et al, 

2013); 6 (Pousa et al, 2008); 7 (Weidemann et al, 2013) (Adapté de (Folkman, 2007).) 

On peut résumer les effets de ces maladies en deux familles principales. La première famille 

implique une angiogenèse insuffisante ce qui entraine des conséquences délétères sur la 

réparation tissulaire et la cicatrisation, pouvant entrainer une perte de fonction totale ou 

partielle de l' organe touché. Les CSM ont pu être utilisées dans des cas d ' ischémie, ou du 

diabète notamment avec une certaine efficacité (Lu et al, 2011 ), mais aussi dans le traitement 

expérimental de la maladie de Crohn (Deng et al, 2011 ). 

La seconde famil le implique une angiogenèse augmentée et dérégulée entrainant une 

augmentation de l' inflammation locale, une augmentation des micros vaisseaux et des 

possibilités de saignements de différentes intensités. Cette deuxième famille est la plus 

complexe à traiter et n' est pas sans ressembler aux complications de type pro-angiogénique 

résultant de la présence de tumeurs cancéreuses. De nombreuses études mentionnent 

plusieurs approches pour le traitement de ces manifestations pro-angiogéniques en utilisant 

des traitements bloquant les voies d'initiation de l' angiogenèse via anti-VEGF par exemple 

(Weidemann et al, 2013). Enfin, l' étude de ces pathologies permet d' élucider les mécanismes 
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d'angiogenèse d'une façon inédite. En identifiant les joueurs impliqués à différents niveaux: 

cellulaire (Ribatti et al, 2011 ), de la MEC et de ses modifications via les métalloprotéases 

(Fingleton, 2007), des interactions cellule-matrice ainsi que des mécanismes moléculaires 

cellulaires ou paracrins (Adams & Alitalo, 2007). Bien sûr, un des champs d'études les plus 

développés implique l'étude de l'angiogenèse tumorale et les nouvelles possibilités de 

traitement anticancéreux que cela implique. 

1.3 .2. 1. Angiogenèse tumorale 

L'un des aspects les plus dommageables des tumeurs cancéreuses est d ' utiliser et détourner 

les fonctions normales de l'organisme à leur propre profit. Elles génèrent des aberrations 

physiologiques en proliférant dè manière anarchique et la variété de leurs manifestations rend 

le traitement des différents cancers extrêmement varié et parfois très complexe. Folkman a 

été un des premiers à suggérer un mécanisme cohérent de développement des tumeurs 

cancéreuses impliquant la promotion de l' angiogenèse pour soutenir la croissance tumorale 

(Folkman et al, 1971 ). Les mécanismes de l'angiogenèse tumorale impliquent un 

détournement de la physiologie normale de l'organisme non seulement pour assurer une 

survie des cellules tumorales qui ne pourraient sout~nir une hypoxie prolongée, mais aussi 

pour assurer leur diffusion dans l'organisme via la circulation sanguine ou le système 

lymphatique conduisant à la formation de métastases (figure 1.8). 
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Figure 1.8 : Angiogenèse tumorale : Mécanisme de formation de nouveaux vaisseaux 

sanguins suite à la sécrétion de facteurs pro-angiogéniques par les cellules tumorales. (Adapté 

de (Chung et al, 2010).) 

Sous conditions pathologiques, suite à la différenciation oncogénique d ' une cellule par 

l'activation d ' un oncogène de type MYC par exemple, les cellules qui prolifèrent alors 

entrent en stress hypoxique et sécrètent du VEGF ce qui permet l' initiation de la cascade 

angiogénique. Les cellules cancéreuses sécrètent aussi d 'autres facteurs solubles responsables 

de l' activation des cellules de type stroma! les entourant, ainsi que de l'attraction de cellules 

du système immunitaire (Papetti & Herman, 2002). Les cellules stromales de support sont 

alors capables de soutenir le processus angiogénique par la sécrétion de facteurs favorisant la 

croissance vasculaire et l' inflammation. Ceci permet à la tumeur d 'éviter le retour à l'état 

physiologique normal (la résolution) de la cascade angiogénique et donc d 'obtenir la 

pérennité de la vasculogénèse et de l' inflammation. La tumeur continue alors sa croissance 

au-delà du mécanisme physiologique de «sauvetage » et de guérison des tissus. Dans ce 

contexte, les cellules stromales peuvent avoir un effet protumoral (voir chapitre précédent) en 

participant activement à la survie et au soutien de la croissance des tumeurs. L 'angiogenèse 

n'est qu' un aspect du support que les CSM peuvent offrir, leur mécanisme de fonctionnement 
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implique aussi une capacité d'interaction avec la MEC leur permettant de modeler l'espace 

selon les besoins. 

1.3.2.2. Le modelage de la matrice extracellulaire lors de l'angiogenèse 

La matrice extracellulaire (MEC) est constituée de diverses structures qui sont spécifiques de 

l'organe ou du tissu oû elle se trouve. La MEC fournit une architecture histologique et offre 

aux cellules de l'information biologique, un support mécanique et une structure pour 

l'adhésion et la migration. L'un des aspects essentiels de la MEC est sa capacité à initier des 

changements dynamiques dans sa composition moléculaire et dans sa capacité à se remodeler 

afin de promouvoir certains changements biologiques. Les composants de la MEC peuvent 

varier d'un tissu à l'autre, mais le collagène en constitue l' élément de base. Lors du processus 

d'angiogenèse, des mécanismes de remodelage de la MEC entrent en jeu et impliquent aussi 

en particulier la fibronectine et la laminine (Kostourou & Papalazarou, 2014). Afin de 

permettre une mobilité cellulaire suite à un phénomène de migration (angiogenèse, 

inflammation), ses composants doivent être dégradés à la suite d' une cascade enzymatique 

importante impliquant de nombreuses protéases en particulier les MMP (Yoon et al, 2003). 

L'une des MMP les plus intéressantes dans un contexte d'angiogenèse supportée par les CSM 

est la MTl-MMP dont l'expression est directement reliée à la capacité des CSMh à migrer en 

réduisant le collagène de type 1. La MTl-MMP est aussi requise dans l'intravasion in vivo 

des CSMh (Lu et al, 2010). Il s' agit donc d' une MMP ayant un mécanisme d'action multiple, 

elle aide au modelage de la MEC, mais aussi participe au clivage d ' une molécule d ' adhésion 

essentielle qu'est le CD44 (récepteur de l'acide hyaluronique) fortement exprimé sur les 

CSM, les libérant ainsi de leur ancrage tissulaire et leur permettant de migrer (Mori et al, 

2002; Cichy & Puré, 2003). Toutefois, l'interaction entre ces différents facteurs lors de 

l'angiogenèse normale est peu décrite alors qu'une abondante littérature existe lorsque ces 

cellules sont impliquées en favorisant les interactions MEC/MT1-MMP/CD44 lors de 

l'angiogenèse tumorale (Negi et al, 2012). 
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1.3.2.3. Le rôle de MTl-MMP 

La MTl-MMP est une protéine membranaire de 60kDa comprenant une portion 

transmembranaire ainsi qu'une portion extracellulaire abritant le site actif et enfin, d'une 

portion intracellulaire effectuant la transduction des signaux cellulaires (Gingras et al , 2001 ). 

Le site actif de la MTl-MMP est directement impliqué dans les intéractions avec le MEC. En 

effet il clive différentes MMP solubles, agissant préférentiellement sur le Pro MMP2. Cette 

dernière une fois sous sa forme active peut alors dégrader plusieurs protéines de la MEC 

(Annabi et al , 2001). D'autre part, les fonctions de transductions du signal de la partie 

cytosolique de MTl-MMP sont localisées préférentiellement dans les cavéoles 

intracellulaires et sont directement impliquées dans les mécanismes de migration cellulaire 

(Annabi et al, 2001). 

Dans certains modèles ammaux m vitro, la surexpression de MTl-MMP augmente la 

formation de tubulures sur Matrigel (Hotary et al, 2000). En parallèle la stimulation de 

cellules endothéliales par des facteurs pro-angiogéniques comme le VEGF, FGF-2 et TNFa 

induit l' augmentation d'expression de MTl-MMP ayant pour conséquence une augmentation 

de la tubulogénèse sur Matrigel (Lafleur et al, 2002). De plus la coopération avec la 

Sphingosine-1 phosphate (S 1 P) est essentielle aux phénomènes de migration cellulaire 

(Langlois et al, 2005). Ces mécanismes opèrent via la transactivation du récepteur EGF 

(Langlois et al , 2007). 

MTl-MMP a aussi été clairement impliquée dans les phénomènes d'invasion tumorale. Il 

permet de favoriser le clivage du CD44, qui est une molécule d' adhésion et favorise la 

migration des cellules tumorales et les phénoménes métastatiques. La migration de cellules 

de glioblastomes peut d'ailleurs être inhibée en présence de cathéchine du thé vert, l'EGCg 

en bloquant la voie RhoA/ROK inhibant ainsi mécanisme de clivage du CD44 médié par 

MTl-MMP (Annabi et al, 2005). Le blocage de l' intéraction MT1-MMP/CD44 présente une 

cible d'intervention dans les thérapies anti-cancéreuses (Negi et al, 2012). 
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1.3.2.4. Le CD44 

Le CD44 est une glycoprotéine transmembranaire pouvant se présenter sous plusieurs 

isoformes. La partie cytoplasmique de la molécule sert de récepteur à l'acide hyaluronique 

(AH) et la partie cytoplasmique convoie des informations de signalisation. Le CD44 est 

impliqué dans de nombreux mécanismes cellulaires incluant la régulation de la croissance 

cellulaire, de la survie, de la différenciation, de la motilité, de l' adhésion et de l' interaction 

avec la MEC (Ponta et al, 2003). Le dysfonctionnement ou l' altération de l' expression du 

CD44 contribue à de nombreuses pathologies en particulier lors du développement de 

certains cancers (Nikitovic et al, 2013), ajoutant parfois un facteur aggravant du fait de la 

parti ci pat ion des CSMh (Spaeth et al, 2013 ). 

Le CD44 et ses isoformes sont présents à la surface d'une grande variété de cellules chez les 

vertébrés. Elle est encodée par un seul gène hautement conservé indiquant l'importance 

fonctionnelle de cette glycoprotéine. La présence de différentes isoformes du CD44 

s 'explique par des modifications post-traductionnelles et sont différentes en fonction du type 

cellulaire et des conditions de croissance. De plus, les transcrits subissent un épissage 

alternatif qui affecte principalement la portion extracellulaire proche de la portion 

transmembranaire. (Ponta et al, 2003). 

Le CD44 posséde des fonctions essentielles et leur absence ou leur dysfonction cause des 

phénotypes pathogéniques. Les processus connus pour être CD44-dépendants incluent le 

développement des organes, le guidage de l' axone neuronal, de nombreuses fonctions 

immunitaires et l'hématopoïèse (Ponta et al, 2003). La portion N-terminale non variable du 

domaine extracellulaire présente une affinité de fixation avec plusieurs composés de la MEC. 

Le site d 'ancrage du AH est le seul à avoir été cartographié spécifiquement (Slevin et al, 

2007). ln vitro, les interactions avec les composants suivants ont été démontrées : 

hyaluronan, collagène, laminine, et fibronectine, ces interactions étant impliquées dans les 

phénomènes de migration cellulaire matrice-dépendante (Ponta et al, 2003). De nombreuses 

études ont montré que la capacité de lien avec le AH de la MEC a un impact direct sur la 

fonction du CD44. L' AH est un polysaccharide extracellulaire linéaire et hydrophile (figure 
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1.9). Il peut se présenter sous une forme de haut poids moléculaire ou de bas poids 

moléculaire. La réponse du CD44 peut varier en fonction du poids moléculaire du ligand AH. 

Le lien AH de haut poids moléculaire a été relié à une plus grande agressivité des cellules 

tumorales exprimant ce CD44 (Orian-Rousseau, 2010). En revanche, l' interaction du CD44 

avec de I' AH de bas poids moléculaire semble générer une réponse de type angiogénique 

chez les cellules concernées (West et al, 1985). 

Du fait de son interaction avec la MEC, le CD44 tient un rôle important dans les phénomènes 

d ' ancrage. Sur les cellules de type CSM, le CD44 est exprimé à la surface de manière 

polarisée lorsque dans une structure tissulaire (Shimonaka et al, 2003). Lors de la migration 

de la cellule, le CD44 et autres molécules d'ancrage doivent être clivées via les MTl-MMP 

pour permettre la motilité ou mobilité de la cellule. Enfin, la fonctionnalité des CSM comme 

régulatrices de l' angiogenèse est clairement identifiée dans des contextes physiologiques ou 

pathologiques toutefois la régulation de leur contribution n'est pas encore clairement 

identifiée. 

' 
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Figure 1.9 : Structure chimique de l 'acide hyaluronique (Adapté du site internet 

http://biologiedelapeau.fr/sp i p. ph p?page=forum& id_ artic le=62&1ang=fr) 



CHAPITRE lI 

PROJET DE RECHERCHE 

Les cellules stromales de la moelle osseuse ou cellules souches mésenchymateuses ont été 

largement étudiées dans notre laboratoire en particulier les cellules murines. Nous avons pu 

identifier un certain nombre de propriétés in vitro et in vivo (Annabi et al, 2004, 2003a; 

Eliopoulos et al, 2003; Al-Khaldi et al, 2003b). Une des particularités les plus intéressantes 

dans le cadre de nos projets était la capacité proantigénique des cellules et notamment la 

capacité à former des structures de type capillaire sur Matrigel et de se différencier en 

cellules endothéliales in vivo. 

Toutefois, avant d'envisager l'utilisation de leur équivalent humain dans le cadre de projets 

de recherche clinique, il convenait de valider si les propriétés observées chez la souris 

pouvaient être reproduites dans des modèles humains. En effet, de nombreuses indications 

dans la littérature semblaient montrer que la corrélation entre les études sur modèles murins 

et les études sur modèles humains n' était pas complète. 

L ' objectif de notre étude était donc de caractériser les cellules CSMh in vitro et de valider 

leurs propriétés proantigéniques in vitro et in vivo ainsi que d'obtenir des éléments de 

réponse quant aux mécanismes impliqués dans l'apparition de ces phénomènes. 



CHAPITRE III 

MATERIEL ET MÉTHODES 

3. 1 Iso lation, culture et caractéri sation des cellules 

3 .1.1 Isolation et cul ture des CSMh 

Les cellules huma ines utili sées dans cette étude sont issues de la moelle osseuse de la crête 

iliaque de patients ayant sub i une chirurgie de la hanche. Chaque patient a s igné un 

formulaire de consentement dans le cadre d' une étude du Dr John Antoniou titré : 

« ingénierie ti ssula ire des t issus du disque intervertébral en utili sant de cellules souches 

mésenchymateuses ».Cette étude a été approuvée par le comité d' éthique de l' hôpital général 

j uif. Les échanti llons ont été obtenus de manière anonyme dans le cadre d' une collaboration 

comme ment ionné dans le paragraphe 8 de l' accord. Sont seulement disponibles les 

informations sur le sexe et l'âge des patients. Des pré lèvements de 10-20 ml sont effectués au 

niveau de la crête iliaque. Les cellules mononuc lées sont ensuite isolées v ia un gradient de 

densité F icollHypaque (GE heathsciences) et resuspend ues dans un milieu de cul ture complet 

cxMEM 20% de sérum de veau fœtal décomplémenté, 1 OO unités/ml de 

pénicilline/streptomyc ine, 2 mM de L-g lutamine (Wisent technologies). Toutes les cellules 

sont ensemencées avec 25 ml de milieu dans des flasques de culture de 175 cm2 (Falcon) et 

incubées à 37°C avec une atmosphè re humidifiée à 5% C02• Après 24h, les cellules non 

adhérentes sont j etées, et les ce llules adhérentes sont soigneusement lavées deux fo is au PBS. 

Les cellules sont incubées à 37°C 5 à 7 jours et déco llées par une solution de Trypsin 0,25% 

et EDT A 1 mM. Les cellules sont ensuite réensemencées à une densité d ' environ 2000 

cellules /cm2 (Passage 1 ) . Après 14 j ours, les ce llules du passage 1 sont décollées par la 

solution de Tryps ine/EDTA, elles seront aliquotées à une densité de 1-2 x 106 cellules/ml 

dans du DMSO /30% FBS et congelées dans de l' azote liquide. 

Pour étendre la culture, une ampoule de CSMh est décongelée et les cellules ensemencées à 

5000 cellules/cm2 et cultivée pendant 5-7 j ours. Les cellules sont a lors décollées, 

resuspendues dans du PBS contenant du bleu trypan afin d ' effectuer un compte sur 

hématocytométre et évaluer la morta li té . Les cellules sont alors réensemencées à la densité 
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initiale de 2000 cellules/cm2 pour permettre l' expansion de la lignée. Chaque cycle de 

réensemencement est considéré comme un passage (congélation incluse) et est monitoré au 

cours des expériences de ce mémoire. Les cellules en surplus sont régulièrement congelées 

selon les conditions mentionnées plus haut. Des cellules sont ensemencées à faible densité en 

plaque 6 puits (Falcon) et 2 puits sont trypsinisés chaque jour afin de faire un comptage en 

triplicata de chaque puits avec la technique du bleu trypan. Les nombres obtenus permettent 

d'évaluer le temps de doublement et le profil de croissance des CSMh. Les CSMh répondent 

à trois principaux critères de sélection décrits par l'équipe de Dominici en 2006 (Dominici et 

al, 2006). 

-1) Les CSMh peuvent se différencier en ostéoblastes, adipocytes ou chondroblastes in 

vitro. 

-2) Les CSMh expriment à leur surface les biomarqueurs suivants : CD 105, CD73 et 

CD90; et elles ne doivent en aucun cas présenter les biomarqueurs suivants : CD45 , 

CD34, CDl4, COI 9 et HLA-DR. 

-3) Finalement, les CSMh adhèrent au plastique quand elles sont maintenues en 

cultures sous des conditions standards 

3 .1.2. Différenciation en ostéoblastes et adipocytes 

La différenciation en ostéoblastes et adipocytes est effectuée telle que décrite dans la 

littérature (Eliopoulos et al, 2005). Pour induire la différenciation ostéogénique, les cellules à 

environ 70% de confluence sont cultivées en milieu complet supplémenté avec du (3-glycérol 

phosphate (lOmM), dexaméthasone (10-8M) et de l' acide ascorbique 2-phosphate (5µg/ml) 

(sigma-Aldrich) pour 4 semaines, en changeant le milieu tous les 2-3 jours. Pour le marquage 

des cellules différenciées, l'alizarine Red S est utilisée pour marquer le calcium dans la MEC 

minéralisée. Les cellules adhérentes sont rincées avec du PBS, puis exposées à une 

préparation 2% d' Alizarine Red S (pH 4, 1 ajusté avec de l'hydroxyde d'ammonium) pour 5 

minutes, puis rincées à l'eau distillée. Pour induire la différenciation adipogénique, les 

cellules à environ 50-60% de confluences, sont cultivées en milieu complet supplémenté avec 

de l' indométacine (46 µM) , 3-isobutyl-methylxanthine (0,5 mM) dexamethasone (1 µM) et 
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insuline (10 µg/ml) (Sigma-Aldrich) pour 7 jours, en changeant le milieu deux fois durant 

cette période. Oil Red 0 (Sigma-Aldrich) a été utilisé pour le marquage des gouttelettes de 

lipides. Les cellules différenciées sont fixées avec du paraformaldéhyde (4% dans du PBS) à 

température pièce pour 1 h et exposées à une préparation de Oil Red 0 à température pièce 

pour 10 minutes. Les cellules sont ensuite rincées avec de l' eau distillée. Les cellules sont 

prises en photo via un microscope Axiovert25 et un appareil photo Conz l 67MT armé de 

pellicules de 400CSO. 

3.1.3. Phénotypage par cytométrie de flux 

Cette technique a été utilisée pour évaluer la présence ou l' absence des biomarqueurs 

spécifiques aux CSMh. Pour ce faire, les cellules isolées de la moelle osseuse, au passage 3 

sont trypsinisées et marquées avec les anticorps monoclonaux anti humains suivants : CD90 

(Thy-1 clone 5E10), CD73 (clone AD2), CD3 I (marqueur endothélial clone WM59) en PE; 

CD44 (clone G44-26), CD45 (marqueur hématopoïétique clone HI30 ), CD34 (marqueur des 

cellules souches clone 581) obtenus de BD Biosciences, et le CD! 05 (endoglin clone SN6) 

en FITC de Serotec. Comme contrôles négatifs, nous avons utilisé les isotypes appropriés à 

chaque anticorps, issus de la même compagnie et de la même couleur. Les cellules ont été 

analysées sur un PACS Calibur équipé d ' un laser bleu (488nm) et trois filtres (FLl 

BP530/30, FL2 BP 585/42 FL3 670LP) et d'un laser rouge (635nm) avec un filtre (FL4 

BP661 /16) à l'aide du logiciel Cellquest Pro (BD Biosciences) ou du logiciel Kaluza 1.2 

(Beckman Coulter). Toutes les expériences subséquentes de cytométrie se font sur le même 

appareil et avec les mêmes logiciels d'analyse. 

3.1.4 Tests d'adhésion 

Dans des plaques 96 puits à fond rond sont appliqués, en triplicatas, 1 OO µI des composés 

suivants: collagène de type 1 issu de tendon de queue de rat (Silver & Trelstad, 1980) à 10 

µg/ml, fibrine 0,35% poids-volume dans du NaOH 1 N, Fibronectine à 10 µg/ml (Roche), 

Vitronectine à 10 µg/ml (Yatohgo et al, 1988), Caséine 0,25% poids/volume dans du PBS 
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lX, Acide hyaluronique (HA) lmg/ml, lamine 1 à 10 µg/ml (SIGMA), élastine 10 µg/ml , 

BSA 0,5% (SIGMA). La plaque est placée pour la nuit à 4°C. Le lendemain, le surplus de 

liquide dans les puits est éliminé délicatement afin de ne pas altérer le revêtement du puits, 

s'en suit un lavage au PBS 1 x et enfin un blocage au BSA 0,5% pour 45 min à 37°C. Cent 

mille cellules CSMh sont ensuite ensemencées et incubées pendant 2h à 37°C. Le surnageant 

est ensuite aspiré, les cellules fixées au formaldéhyde 4%, puis marquées au cristal violet et 

lavées. Enfin, les puits sont lysés par une solution de SOS 0, 1 % et la plaque est analysée par 

un densitomètre de Molecular Devices. La lecture se fait à une longueur d 'onde de 595 nm. 

Pour le calcul des résultats, la moyenne de la DO des puits vides est soustraite à la moyenne 

des résultats selon les conditions. 

3.1.5 Tests de migration et quantification par analyse d' image 

Le test de migration se fait dans une chambre de migration de Boyden modifiée, sur plaque 

24 puits ( 1 chambre par condition). Le dessous du filtre chémotactique (Costar) est recouvert 

de 1 OO µ1 de gélatine et placé à 4°C la nuit en trempant dans du PBS pour éviter le séchage. 

Le lendemain, le PBS est jeté et 600 µI des milieux suivants sont pipetés dans chaque puits : 

VEGF 50 ng/ml, S lP à 10 µM et bFGF 300 ng/ml. Cent mille cellules CSMh sont placées 

dans la partie supérieure de la chambre de Boyden et la migration se fait pendant la nuit. Le 

lendemain les filtres sont fixés au formaldéhyde 4% et marqués au cristal violet. Les filtres 

sont photographiés pour évaluer le nombre de cellules sur le filtre et analysés avec le logiciel 

d 'analyse MetaXpress (Molecular Devices). La logique d'analyse est la suivante: une 

séparation de couleur est appliquée à l' image, la verte est gardée car elle donne la meilleure 

résolution, les trous du filtre sont ôtés par un filtre de taille. Pour chaque échantillon, une 

fenêtre de 500x300 pixels est analysée en échelle de gris arithmétique sur 16-bit, filtrée pour 

les petits éléments non significatifs de 3x3 pixels. Ensuite, un filtre de morphologie par 

inversion de l' image est appliqué, le module « angiogenesis tube formation» ainsi que 

l'algorithme « skelotonization » 10-50 produisent le résultat le plus proche de l'évaluation de 

visu. Chaque image est analysée selon le même processus et les résultats numériques de 

surface occupée sont compilés et analysés dans Excel. 
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3.2 Évaluation du potentiel pro-angiogénique des CSMh in vivo 

3 .2. 1 Évaluation de la spécificité des ant icorps dans un modèle de xénogreffe : tests 

d' immunoréactivité croisée 

Lorsque des modèles de xénogreffe sont utilisés, il est important de vérifier que les anticorps 

que nous a llons utiliser pour la cytométrie de flux sont spécifiques de l'espèce étudiée. Il faut 

donc tester les anticorps de spécifi cité murine sur les CSMh afin de vérifier l'absence de 

réaction croisée. Tous les anticorps de spécific ité murine ont été testés et ne présentent aucun 

marquage sur les cellules humaines, lorsque comparés au contrô le isotypique adéquat. De la 

même manière, il faut valider les anticorps de spécificité humaine que nous souhaitons 

utiliser pour tracer les cellules humaines in vivo chez les souris NOD SCID afin de s'assurer 

de l' absence de réaction croisée. Ce test a été effectué sur des cellules issues de différents 

organes de la souris en particulier du poumon qui contient de nombreuses cellules 

endothé lia les. Nous n' avons détecté aucun marquage des anticorps de spécific ité humaine 

sur les différents types de cellules murines (Données non montrées). 

3.2.2 Injection et isolation des implants de Matrigel 

Pour éviter le rejet des xénogreffes, nous avons travaillé avec des souris NOD-SC ID qui ont 

la particularité d' être immunodéfi cientes. Deux millions de CSMh, préalablement lavées au 

PBS 1 X pour enlever toute trace de sérum, sont mélangées à 500 µ1 de Matrigel (BD 

Biosciences) encore sous fo rme liquide. Le mélange est inj ecté par voie sous-cutanée dans le 

fl anc gauche des souris NOD SCID. Les implants sont la issés en place pour di ffé rents temps 

(entre 7 et 21 j ours) selon le type d'expérience. Les animaux sont sacrifiés par inhalation de 

C0 2. L' implant est photographié sur la partie sous-cutanée à la suite d' une section ventrale de 

la peau de la souris. Les implants sont ensuite retirés par chirurgie. Ils sont pesés, coupés en 

deux. Une moitié sera utilisée pour des analyses en histologie et l' autre moitié sera ut ilisée 

pour récupérer les cellules infiltrées dans l' implant et analysées par cytométrie en fl ux. Les 

implants conservés pour l' histologie sont mis en présence d'OCT (Life Technologies), 
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congelés dans de l'azote liquide et conservés jusqu'à la coupe et le marquage 

Hématoxyline/Éosine. Les implants conservés pour la cytométrie sont immédiatement placés 

en milieu de digestion collagénase/ ON Ase ( 1,6 mg/ml, 200 ug/ml) (Sigma) dans du DMEM 

(Wisent) sans sérum, coupés en petits morceaux et placés dans un incubateur 37°C. 

L' implant est resuspendu par aller-retour de pipette (P 1000) jusqu ' à complète 

homogénéisation des cellules. 

3.2.3 Caractérisation par cytométrie de flux et histologie 

Les cellules obtenues dans les moitiés d' implants suite à la digestion collagénase/DNAse sont 

marquées par des anticorps appropriés afin de discriminer par cytométrie de flux les cellules 

d'origine murine ou d'origine humaine. Les anticorps de spécificité murine testés sont le 

CD45 (clone 30-Fll) en APC et CD31 (clone PECAM-1) en PE (BD Biosciences). Les 

anticorps testés pour la spécificité humaine sont ceux décrits en 3.1.4. L'autre moitié des 

implants qui a été congelé est coupé au cryostat et marqué sur lame selon la méthode 

Hématoxyline et Éosine (H&E) , les sections traitées au xylène sont d'abord réhydratées, 

lavées puis marquées à l' éosine et ensuite déshydratées et enfin fixées au xylène. Les 

lamelles sont ensuite fixées sur les lames qui sont photographiées au microscope Axiovert25 

de Zeiss. 

3.3 Potentiel angiogénique in vitro des CSMh 

3.3.1 Étude des formations de structure sur Matrigel 

Les cellules sont isolées par trypsinisation et comptées. Les plaques sont recouvertes de 

Matrigel et laissées à solidifier à température ambiante. Les cellules sont ensemencées à une 

densité de 6000 cellules/cm2 de manière homogène sur la surface du Matrigel. En parallèle, 

des plaques sans Matrigel sont ensemencées comme contrôle. Les plaques sont ensuite 

incubées à 37°C et 5% C02. La formation des structures se produit dans les premières 24h et 

la cinétique dépend de la densité d'ensemencement. Des photos sont prises à intervalle 
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régulier pour reconstituer la cinétique de manière visuelle. A différents temps, les cellules 

sont isolées du Matrigel via une digestion dans un milieu collagénase/DNAse selon les 

mêmes conditions que pour les implants sur souris. Elles sont comptées et utilisées en partie 

pour le marquage et l'analyse par Cytométrie de flux et l'autre partie des cellules est 

centrifugée et congelée en culot sec pour de futures extractions d' ARN. Le phénotypage par 

cytométrie de flux s' attarde aux marquages du CD44 du CD 105 ou du CD3 I avec les 

contrôles isotypiques appropriés. 

3.3.2 Expression de MTl-MMP par RT-PCR 

Les cellules isolées en culot sec lors des différentes expériences de formation de structure sur 

Matrigel sont utilisées pour faire une extraction d' ARN avec le kit RNeasy Mini (Qiagen) qui 

implique une stabilisation du culot avec RNAlater et un passage sur colonne de purification . 

L' ARN obtenu est quantifié par densité optique 260/280 nm. Les amorces utilisées pour 

l'amplification de MTl-MMP en sens 21mer ATC-GAT-ACA-GCT-CTC-TTC-TGG et 

anti-sens 20 mer GTC-AAG-ACT-TCA-TCG-CTG-CC pour un amplicon de attendu 187 pb. 

Les amorces ont été sélectionnées sur 2 exons séparés par 1 intron qui facilite la 

différenciation de l' ADN génomique en cas de contamination. Le contrôle de la réaction se 

fait avec les amorces 18s d'ARN ribosomal sens TTA-CCA-AAA-GTG-GCC-CAC-TA et 

anti-sens GAA-AGA-TGG-TGA-ACT-ATG-CC pour un produit attendu de 345 bp. La 

quantité de 200 ng d' ARN est déterminée comme étant optimale et les échantillons sont 

amplifiés avec comme contrôle positif de l' ARN de cellules endothéliales HMEC. Les 

échantillons sont mixés avec du magnésium 200µm de dNTP et 0,2 µM d'amorces. Le 

programme du thermocycleur (Biometra) comprend une étape de RT à 50°C pendant 30 min 

puis une dénaturation à 94°C pour 5 min et 30 cycles 94°C 30 sec, 55°C l min, 72°C 1 min et 

une dernière étape à 72°C pendant 10 min (Biometra). Les échantillons sont ensuite déposés 

sur gel d' agarose contenant 2% avec bromure d'ethidium et migrés avec une tension de 

lOOV. Les gels obtenus sont ensuite photographiés sous table d' illumination UV. 



CHAPITREN 

RÉSULTATS 

4.1 Les CSMh présentent les caractéristiques de cellules stromales humaines de la moelle 

osseuse 

Les CSMh isolées au laboratoire sont issues de la moelle osseuse prélevée sur la crête iliaque 

du bassin de différents patients (figure 4. l A). Les CSMh obtenues offrent un profil de 

croissance cellulaire similaire (figure 4.1 B) qui donne un temps de doublement moyen de 7 

jours calculé sur la base de la formule de la courbe de régression : y=0.0824e00992
x_ Enfin , 

chaque lot de cellules a été évalué pour sa capacité de différenciation en adipocyte ou en 

ostéocyte (figure 4.1 C). 

Pour chaque patient, les cellules ont été examinées par cytométrie en flux pour l'expression 

des marqueurs permettant de qualifier les CSMh (Figure 4.2). Comme attendu, les CSMh 

expriment les marqueurs CD90, CD73, CD44 et COI 05 , mais sont négatives pour les 

marqueurs CD45, CD34 et CD31 . L'absence de CD45 signifie qu 'elles ne sont pas de lignée 

hématopoïétique et donc qu 'elles n'exprimeront pas le CDl4 marqueur des 

monocytes/macrophages, le CD19 marqueur des cellules B/plasmocytes ni le HLA-DR 

marqueur du CMH de Type II présent sur les cellules présentatrices d' antigène, ces trois 

marqueurs étant par définition co-exprimés avec le CD45. L'absence de CD34 montre que la 

culture n'est pas contaminée par des cellules souches hématopoïétiques et enfin l'absence de 

CD31 montre la carence de cellules endothéliales dans la culture. 
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Figure 4.1 : Caractérisation des CSMh : Les cellules sont issues de la moelle osseuse de 

différents patients (A). Age et sexe des patients étudiés. (B) Courbe de régression du nombre 

de ce llules des patients 166 +, 169 , 170 .... , 172 , 193 du nombre de jours de culture , 

(C) Morphologie des CSMh sur plastique, après différenciation dans le milieu « adipocytes » 

indométacine, 3-isobutyl-methylxanthine, dexamethasone et insuline pour 7 jours et 

marquées à en Oil Red 0 , dans le milieu «ostéocytes» b-glycérol, dexaméthasone et acide 

ascorbique 2-phosphate pour 4 semai nes et marquées en alazarine Red S. 
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Figure 4.2 : lmmunophénotypage des CSMh: Pour chacun des patients, le profil d' expression 

des CSMh est établi par cytométrie de flux. Les marqueurs CD44, CD73, CD90, CD105, 

CD31 , CD34 et CD45 sont testés • . Pour déterminer si le marquage est positif ou négatif 

chaque marqueur est superposé à son isotype contrôle correspondant. 

4.2 Les propriétés d'adhésion et de migration des CSMh sont compatibles avec leurs 

propriétés pro-angiogéniques 

Afin de déterminer les facteurs pouvant expliquer le potentiel angiogénique des CSMh in 

vivo nous avons voulu regarder d'abord leur comportement in vitro . Pour évaluer leur affinité 

avec différents composants de la MEC, nous avons effetué un test d' adhésion classique où le 

BSA constitue le contrôle négatif. Nous avons testé les CSMh de deux patients différents et à 

deux passages en triplicatas. Les CSMh étant déjà adhérentes sur plastique on constate une 

affinité avec l'ensemble des composés testés, toutefois l' adhérence est particulièrement 
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prononcée pour la fibron ectine avec un facteur d'adhésion 5 foi s supérieur et en second lieu 

pour le collagène et la vitronectine par un facteur 2 fo is supérieur au contrôle BSA 0,5% 

(figure 4.3) 
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Figure 4.3 : Propriétés d 'adhésion des CSMh: Cent mille cellules de CSMh sont 

ensemencées dans des puits de plaque 96 puits pré-enduites avec les composés de la MEC 

suivants : collagène o, lamine , fi bronectine , vitronectine , fibrine , HA+ co llagène• , 

élastine• et enfin BSA 0,5%• comme contrôle négatif. Test fa it sur deux patients, deux 

passages différents, en triplicata. Résultat exprimé en pourcentage d 'adhésion en référence au 

BSA 0.5%. Barres d'erreurs SD de la moyenne 
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La fibronectine joue un rôle maj eur dans l'adhésion, la croissance, la diffé renciation et la 

migration cellulaire. Elle est notamment impliquée dans la c icatr isation et dans 

l' embryogenèse(Halper & Kjaer, 201 4). La fi bronectine a de nombreuses fonctions. Son rôle 

est particulièrement crucia l lors des phénomènes de cicatrisation cellulaire. Dans un premier 

temps, elle est déposée sous fo rme soluble lors de la formation du caillot sanguin, dans un 

deuxième temps les fi broblastes et les macrophages remodèlent le ti ssu endommagé et 

contribuent à sa reconstitution. Les MSCh ont montré leur capacité à participer à la réparation 

ti ssulaire lorsqu 'elles sont injectées sur site (Liu et al, 2006). Leur affinité avec la 

fi bronectine constitue un avantage pour fac il iter leur ancrage sur le site de cicatri sation dans 

la MEC particulièrement riche en fi bronectine. 

Une autre façon complémenta ire de comprendre leur comportement in vivo est de déterminer 

quels sont les facteurs solubles qui peuvent initier la migration des cellules. Lors de notre 

expérience en chambre de Boyden modifiée, nous avons pu constater que les CSMh 

présentent un fort potentie l migratoire en présence de 13FGF et de manière surprenante voient 

leur migrat ion inhibée par la présence de S 1 P (figure 4.4) Le 13FGF est membre de la famille 

des facteurs de croissance des fibro blastes. Dans le tissu normal, le 13FGF est présent dans la 

membrane basale, mais surtout dans la MEC subendothéliale des vaisseaux sanguins. Il est 

fixé à la membrane tant qu ' il n'y a pas de signa lisation. Lorsque le 13FGF est activé par des 

enzymes dégradant l' heparan-sulfate, il j oue le rô le de médiateur dans l' init iation de 

l' angiogenèse. Chez la souris, le 13FGF peut auss i protéger le cœur après un infarctus, 

rédu isant la mort cellulaire et améliorant la fonction cardiaque (House et al, 2003). 

Nos résultats suggèrent que les CSM pourraient être potentiellement recrutées sur le site d ' un 

dommage t issulaire via l'activation du 13FGF. D'autre part, lorsque les CSM sont injectées à 

des fin s thérapeutiques, cette affinité pour le 13FGF peut expliquer le « homing » des cellules 

sur le site d ' un infarctus ou d ' un dommage cellulaire. 
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Figure 4.4 : Facteurs de modulation de la migration des CSMh : Expérience sur chambre de 

Boyden modifiée en plaque 24 puits. Les CSMh sont ensemencées dans la partie supérieure 

de la chambre dont la partie inférieure est enduite de gélatine. Les chambres sont appliquées 

dans l' un des milieux suivants [3FGF (300ng/ml), VEGF (50ng/ml), S 1 P (10 µM), sérum et 

contrôle milieu seul. Après migration sur la nuit, les filtres sont fixés et marqués au cristal 

violet. Les images sont analysées à l'aide du logiciel MetaXpress. Les résultats sont exprimés 

en pourcentage de densité de cellule par rapport au contrôle. 
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La sphingos ine-1 -phosphate (S 1 P) est une sphingolipide de signalisation ou médiateur 

lipidique bioactif. Il s ' agit d ' un médiateur lipid ique sanguin , mais est auss i présent de 

manière moins abondante dans les fluides ti ssula ires. Ce gradient de concentration de la S 1 P 

semble avoir une signi fication importante dans le trafi c des cellules du système immuni taire, 

plus particulièrement les cellules B et T (Chi , 2011 ). La S 1 P est aussi un régulateur des 

systèmes sanguins et vasculaires impliqués dans l' angiogenèse (Takuwa et al, 2010) et a été 

décrite comme stimulant la migration et les propriétés vasculogéniques des CSM murines in 

vitro. (Annabi et al, 2003 b ). 

Toutefo is, notre étude a été effectuée à une concentration de 10 µM qui se situe dans la 

gamme des concentrations phys iologiques (5-40 µM ), ma is qui est dix fo is supérieure aux 

concentrations habituellement utili sées dans les études murines ( 1 µM ). Les résultats 

indiquent un mécanisme différentie l de la S 1 P en fonction de sa concentration. Des 

indications en ce sens existent dans la littérature où une fo rte concentration de S lP en 

intratumoral inhibe la migration de fi broblastes normaux, ma is stimule, en revanche, la 

migration des cellules épithé lia les ou fib roblastiques cancéreuses (Wang et al, 2008) . Ce 

comportement différent des CSM est cohérent avec le rô le du S 1 P dans l' organi sme. Il est un 

médiateur de l' inflammation (Chi , 2011 ), mais aussi de l' intégrité membrana ire de vaisseaux 

sanguins (Takuwa et al, 2010). Du fait de leur potentie l immunosuppressif, les CSM ne sont 

pas attirées par un gradient de S lP fo rt afin de laisser la poss ibilité à la réponse immunitaire 

normale de se produi re. En revanche, une concentration plus fa ible à la suite de la perte de 

l' intégrité d ' un vaisseau sanguin ( la S 1 P est sécrétée par les érythrocytes) attire les CSM qui 

peuvent a lors contribuer à la réparation ti ssulai re. Pour accréditer une de ces thèses, il serait 

intéressant dans un premier temps de vérifier la viabilité des CSMh pour la concentration de 

S 1 P utili sée, pour ensuite expérimenter différentes concentrations de S 1 P et éventuellement 

visuali ser un comportement différencie( des CSMh en fo nction de la concentration. 

4.3 Les CSM h montrent leur potentie l pro-angiogénique in vivo sans se différenc ier en 

cellules endothéliales. 
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Nous avons montré dans notre laboratoire que les CSMm implantées en Matrigel chez la 

souris ont le potentiel de promouvoir l' angiogenèse, mais se différencient aussi en cellules 

endothéliales (Al-Khaldi et al, 2003a). Dans le cas de CSMh implantées en Matrigel dans des 

souris NOD-SCID immunodéficientes, nous constatons une formation de vaisseaux à 

l' intérieur de l' implant (figure 4.5). Les coupes en H&E identifient clairement les capi llaires 

sanguins générés, où les globules rouges sont aisément identifiables. 
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Figure 4.5: Néo-vascularisation d 'un implant de Matrigel : Deux semaines après injection 

des implants de Matrigel. (A) Photos des implants sur la peau de souris. (B) photos des 

implants complets après prélèvement. (C) Coupes H&E à différents grossissement 1 Ox ou 

40x. Les flèches sou lignent la présence de cel lules périvasculaires dans l'implant de Matrige l 

contenant les CSMh. ( 4 Expériences indépendantes, 2 souris par expérience) 

L'implantation de Matrigel seul, qui est pourtant très riche en facteurs de croissance à 

potentiel pro-angiogénique (Hughes et al, 2010) ne suffit pas à produire une réponse pro

angiogénique. Les CSMh une fois implantées dans le Matrigel se trouvent en hypoxie ce qui 
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génère un stress important. Afin de survivre, les CSMh produisent de facteurs chemo

attractants dont le principal est le VEGF (Annabi et al, 2003a). L 'analyse par cytométrie de 

flux des implants révè le un nombre important de CSMh toujours présentes, mais aussi nous 

constatons la présence de cellules d ' origine murine (figure 4.6). 
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Figure 4.6 : Composition cellulaire des implants vascularisés : Analyse de la composition 

cellulaire des implants par cytométrie de flux J14 après l' implantation. Les ce ll ules totales 

sont analysées. Le « dot plot » cellules murines identifie une proportion de 45 % de ce llules 

murines dans l' implant,composé de 15% des cellules endothéliales (ensemble mCD31 +)et 

de 30% de cellules hématopoïétiques (ensemble mCD45+). Le « dot plot » cellules humaines 

indique une proportion de 15% à 30% de ce ll ules hCD90 (ensemble hCD90+) ou hCD44 
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(ensemble hCD44+) mais présente une absence d'autres cellules d'origine humaine 

endothélia les (hCD31-), ou hématopo ïétiques (hCD45-). 

La moitié des cellules isolées est d'origine munne, 15% sont des cellu les endothéliales 

mCD31 + / mCD45- qui composent certainement les capillaires de l' implant. 30% sont des 

cellules hématopoïétiques mCD45+ présentes dans le sang circulant dans l'imp lant et des 

cellules infiltrantes. Les contrôles isotypiques associés (tous marqueurs confond us) se 

confondent parfaitement avec les populations double négatives de chaque cadrant (données 

non montrées), ce qui a permis de positionner les fenêtres d'analyses des différentes 

populations avec précision. Entre 15% et 30% des cellules présentes dans l' implant sont 

d ' origine humaine hCD90+. Les CSMh ne présentent pas de co-marquage avec les marqueurs 

murins, ce qui montre l'absence de fusion cellulaire. De plus, nous ne détectons aucun 

marquage hCD31 ni hCD45 ce qui montre clairement que les CSMh ne se différencient pas 

en cellules endothéliales dans ce contexte contrairement à leurs homologues murines. Dans 

ce contexte il est prudent de préciser qu ' un minimum de 1 OO 000 cellules ont été analysées 

pour chaque échantillon et que dans aucun cas nous n' identifions de cellules présentes dans 

les cadrants hCD31 + et hCD45+. Enfin, il faut noter l' apparition de deux populations 

distinctes en ce qui concerne l' expression du CD44 ce qui semble indiquer une certaine 

différenciation des CSMh probablement en péricytes (Klein et al, 2011 ). L'expérience a été 

répétée 4 fo is avec 2 souris par expérience avec des résultats s imilaires. L' implantation avec 

des nombres inférieurs de cellu les (1 Million) conduit aussi à la formation de structures, mais 

en 28 jours. L'implantation avec 4 millions de cellu les pour un temps équivalent de 14 jours 

induit une plus forte vascularisation de l' implant (résultat non montré). Le potentiel 

angiogénique est donc dépendent directement du nombre de cellules implantées. 

4.4 Les CSMh montrent leur potentiel pro-angiogénique in vitro en normoxie de manière 

MTl -MMP-indépendante 

Lorsque les CSMh sont ensemencées sur des plaques tapissées de Matrigel, e lles forment 

faci lement des tubulures en normoxie (figure 4.7) qui régressent après 24h. Seu les les cel lules 
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endothéliales éta ient capables de former aussi des structures sur Matrige l. Cette interaction 

avec les composants de la MEC composant le Matrigel est unique à ces types cellulaires et 

montre une capacité morphogén ique qui explique en partie leurs propriétés. Lorsqu ' en 

revanche les CSMh sont mélangées dans du Matrigel (milieu hypoxique) et placées en culture 

selon les mêmes conditions, e lles ne surv ivent pas plus de quelques heures. Contrairement à 

la situation in vivo e lles ne peuvent recruter les cellules de l' hôte murin pour assurer leur 

survie. 
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Figure 4.7 : Cinétique de la formation de structure sur Matrigel des CSMh: Partie 

supérieure : photo des cellules sur plastique (gauche), Matrigel (mil ieu), Matrigel+Jlomastat 

(droite) à un gross issement de 20x. Au milieu : Analyse par cytométrie de flu x du niveau de 
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hCD44 sur plastique ou sur Matrigel à lh, Sh, 11 h ou 24h comparé aux contrôles isotypiques 

appropriés (gauche). Analyse du hCD44 à 18h en comparant plastique, Matrigel et 

Matrigel+Ilomastat (droite). En bas: Histogrammes comparant le % d ' expression du CD44 

par rapport au plastique, normalisé comme 100% d' expression . 

L'expérience a été reproduite avec 4 patients différents en duplicata pour chaque condition . 

Ce résultat indique une forte implication du CD44 dans l'ancrage et la motilité des CSMh 

lors de la formation des structures tubulaires. La régulation du CD44 à la surface des cellules 

étant dépendant de la MTl-MMP (Cichy & Puré, 2003), nous avons soumis les CSMh à de 

l'Ilomastat (ISµM) qui est un inhibiteur des MMP dont la MTl-MMP. Aucun effet n' a pu 

être observé sur la formation de structure indiquant un mécanisme MMP-indépendant. 

La même expérience a été effectuée avec un anticorps spécifique de la région catalytique du 

MTl-MMP sans effet encore sur la formation de structure (résultat non montré) indiquant un 

mécanisme MTl-MMP-indépendant. 

Nous notons en revanche qu ' en présence d ' llomastat, le niveau d ' expression du CD44 

retourne à son niveau basal sans affecter les structures. Les CSMh poussant sur plastique et 

soumises à l' Ilomastat, selon les mêmes conditions, n ' ont aucune altération du niveau 

d'expression du CD44. Enfin, nous avons observé l' expression de MTl-MMP par RT-PCR 

en comparaison de l'expression sur plastique (figure 4.9) 
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Figure 4.8 : Expression du MTJ-MMP chez les CSMh : Partie supérieure : Gel 

d 'électrophorès du produit de RT-PCR de MTl-MMP des CSMh sur Matrigel ou sur 

plastique. L ' ARN de cellules endothéliales HMEC est utilisé comme contrôle positif. 

Milieu: L'expérience est normalisée avec une RT-PCR 18s. En bas: Histogramme du % 

d' expression MTl-.MMP/plastique normalisé sur le plastique à 100%. 

Lors de la formation de structure sur Matrigel les CSMh ont une diminution d' expression de 

MTl-MMP. Le niveau d'expression sur plastique est équivalent à celui des cellules 

endothéliales HMEC. La MTl-MMP est moins exprimée lorsque les cellules sont sur 

Matrigel. Cette baisse d'expression de MTl-MMP corrèle avec une augmentation de 

l'expression du CD44. 



CHAPITRE V 

DISCUSSION ET PERSPECTIVES 

Les cellules stromales de la moelle osseuse humaines montrent des capacités pro

angiogéniques in vivo et in vitro. Différents aspects de leur comportement cellula ire 

permettent d 'expliquer en partie ces propriétés. En premier lieu, les CS Mh répondent 

activement aux signaux de ~FGF sécrété généralement dans les cas de stress ti ssulaire. Il 

est normalement ancré à la membrane des cellules de soutien vasculaire, mais est par des 

enzymes dégradant l' heparan sulfate et jo ue alors un rôle de médiateur dans l' angiogénese. 

C'est un signal migratoire fort qui peut entrainer le déplacement des CS Mh vers un site 

t issula ire endommagé. Ceci constitue un élément de réponse pour expliquer le « homing » des 

CSMh dans des zones ti ssula ires stressées. 

En revanche, la réaction des CSMh au S 1 P est surprenante. Il a été décri t dans plusieurs 

artic les que les CSM murines avaient une affini té prononcée pour le S 1 P lors de tests de 

migration .(Annabi et al, 2003 b; Takuwa et al, 2010), mais il a de plus été montré que la 

présence de S lP en conjonction avec la MTI -MMP permet l' angiogenèse (Langlois et al, 

2004). Cependant, il faut noter que la fonction phys iologique du S 1 P est modulée par sa 

concentration dans les ti ssus ou le plasma. Le gradient de concentration entraine des 

phénomènes migratoires différents. À faible concentration, comme dans les artic les 

d'angiogenèse mentionnés ci-dessus, le S 1 P est un chemoattractant pui ssant pour les CSMh . 

À plus fo rte concentration de S lP qui sont obtenues en cas d ' inflammation normale (Chi , 

2011 ) les CSMh ne migrent pas. L ' inflammation est un phénomène nature l qui permet de 

recruter les différents acteurs de la réponse immunita ire. La présence sur place de cellules 

nature llement immunosuppressives n' est pas souhaitable. Enfin, il a été montré dans un 

exemple de cancer ovarien que des concentrations encore plus fortes de S 1 P attiraient les 

cellules fibroblastiques cancéreuses tout en inhibant la migration des ce llules fibroblastiques 

normales qui sont présentes dans l' ovaire (Wang et al, 2008). Ces artic les montrent donc un 

effet modul ateur de la concentration de SlP sur ses capacités chémoattractives. 



56 

En second lieu, les CSMh offrent un profil unique quant à leur affinité avec la fibronectine. 

Cette composante de la MEC est surtout présente lors de phénomène de réparation tissulaire 

ou de cicatrisation (Halper & Kjaer, 2014). La présence de fibronectine favorise alors 

l' ancrage des CSMh sur un site endommagé. Ces deux faits indiquent que les CSMh ont une 

affinité de migration et de « homing » dans un contexte nécessitant une réponse pro

angiogénique et c' est ce que nous avons pu confirmer dans le reste de l' étude. 

Lorsque les CSMh sont injectées dans une matrice de Matrigel chez des souris NOD-SCID 

elles favorisent une néo-vascularisation des implants de Matrigel avec une efficacité 

proportionnelle au nombre de cellules. Cette néo-vascularisation est principalement due au 

relargage dans le milieu matriciel de facteurs chémoattractants permettant la migration des 

cellules endothéliales de l'hôte murin et une angiogenèse facilitée par les CSMh. Les CSMh 

restent dans l' implant et se différencient en une population exprimant fortement le hCD44 et 

une autre ayant une expression plus faible, probablement en péricytes. Toutefois, 

contrairement à ce qui a été montré dans des modèles de CSM murines, les CSMh ne se 

différencient pas en cellules endothéliales et ne provoquent pas non plus de fusion avec les 

autres cellules pour former des cellules hybrides. Cette observation confirme que les CSMh 

et les CSMm ne possèdent pas exactement les mêmes propriétés. Il convient donc d'être très 

prudent en extrapolant des résultats obtenus chez les animaux avec ce qui se passe chez 

l'humain . Nous ne pouvons toutefois pas totalement exclure la possibilité que: (i) les CSMh 

nécessitent des facteurs humains spécifiques pour se différencier en cellules endothéliales, 

ces facteurs étant absents chez la souris NOD-SCID cela ne peut être montré dans ce modèle 

murin. (ii) les CSMh ce sont différenciées en d' autres types cellulaires exprimant des 

marqueurs non présents dans notre panel d'anticorps. 

Un autre exemple de cette différence humain/souris est illustré par la réaction des CSMh en 

présence d'Ilomastat. En effet, l' llomastat qui est un inhibiteur des MMP à large spectre 

n'influence pas du tout le phénomène de formation de structure sur Matrigel. Comme attendu 

l' Ilomastat a un effet sur le niveau d' expression du CD44, mais cet effet est marginal et 

n'impacte pas le remodelage de la MEC du Matrigel. La formation de tubulures par les 
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CSMh est indépendante de l' action des MMP. Il se produit selon un ou des mécanismes 

encore à être élucidés. 

L'ensemble des observations montre que les CSMh peuvent être impliquées dans le 

processus de guérison tissulaire de quatre façons complémentaires : (i) en migrant aux sites 

de dommage tissulaire suite à l'activation du bFGF, (ii) en adhérant de manière privilégiée 

avec la matrice extracellulaire riche en tibronectine du site ayant subi un stress, (iii) en 

lançant un S.O.S en réponse au stress hypoxique en initiant la cascade pro-angiogénique et en 

favorisant le recrutement des cellules endothéliales sur site, et (iv) en se différenciant en 

péricytes pour supporter la structure des nouveaux vaisseaux formés en tin de cascade pro

angiogénique. Dans le cadre de cette étude, nous avons pu confirmer les propriétés pro

angiogéniques des CSMh. Cette propriété, à elle seule, justifie déjà l' utilisation de ces 

cellules dans différents modèles thérapeutiques. Il n' est pas interdit d ' imaginer élargir leur 

usage dans de nombreuses thérapies. Elles sont déjà très largement testées dans de nombreux 

modèles humains avec succès. 

Dans le domaine de la réparation tissulaire, les CSMh peuvent faciliter la réparation du tissu 

cardiaque après un infarctus (Schuleri et al, 2007), ou dans le cas d ' un ulcère diabétique ou 

de maladie chronique du foie (Levicar et al, 2007) ou encore dans le cas très encourageant de 

traitement de patients souffrant d ' ostéogénésis imperfecta (Horwitz et al, 2001 ). Les 

propriétés immunosuppressives des CSMh, quant à elles, permettent d' envisager 

sérieusement un traitement de la GvHD de type 4 autrement mortelle (Le Blanc et al, 2008), 

mais peut aussi permettre d 'envisager son utilisation en traitement préventif. Les CSMh sont 

facilement modifiables génétiquement et elles peuvent servir de véhicule pour transporter des 

médicaments en plein cœur de cancers pour lesquels elles ont démontré une très grande 

affinité (Asahara, 2007), ou encore avec le même objectif anticancéreux en tête pourquoi ne 

pas utiliser leur capacité de présentation d ' antigène pour vacciner contre le cancer? D'autres 

potentiels thérapeutiques sont de plus en plus étudiés comme notamment pour la réparation 

du tissus osseux (Romagnoli & Brandi, 2014), de la moelle épinière (Dasari et al, 2014), du 

tissu neural ou de la rétine (Ng et al, 2014), et enfin même dans le traitement des patients 

ayant subit des radiations (Akita, 2014). 
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Les applications potentielles sont nombreuses. L'un des avantages essentie ls de ces cellules 

est qu ' elles sont fac ilement isolables à partir de la moelle osseuse, ma is à partir de 

nombreuses autres sources tissulaires (tissu adipeux, c irculation générale, tissu placentaire). li 

est passionnant d'envisager l'avenir médical des CSMh, pourquoi pas par la constitution de 

banques de cellules autologues qui constitueraient en quelque sorte notre assurance réparation 

? Juste une petite injection dans le myocarde pour se remettre d' un infarctus ou bien une 

petite colle à base d'extrait de CSMh pour mieux cicatriser. Et pourquoi pas un vaporisateur 

immunosuppresseur dans le traitement de l' a llergie? La médec ine devient de plus en plus 

personnalisée. Il reste malheureusement de nombreuses maladies encore incurab les et nous 

pouvons espérer que des approches origi na les utili sant les hCSM permettront d' améliorer 

encore les chances de guérison dans ces cas encore désespérés. 



CONCLUSION 

Au début de ce projet, les CSMh n'étaient pas encore utilisées dans notre laboratoire. Toute 

notre expertise et nos observations avaient été développées sur des modèles murins de 

thérapie cellulaire ou de thérapie génique utilisant les CSMm. Mon objectif était non 

seulement de travailler avec les CSMh, mais de confirmer ou infirmer les observations 

obtenues chez la souris tout en utilisant au maximum mon outil de prédilection : la cytométrie 

de flux. Nous avons pu constater que les CSMh présentent des caractéristiques très similaires 

aux CSM d'autres espèces, mais il persiste quelques différences. Nous avons pu confirmer 

leur potentiel pro-angiogénique aussi bien in vivo qu ' in vitro tout en ayant des éléments de 

réponse quant à leur mécanisme d'action. Les CSMh demeurent un vaste champ d'études qui 

s'est élargi depuis quelques années à une vaste communauté scientifique. Leur bénéfice 

thérapeutique potentiel, mais aussi déjà avéré, n'est pas étranger à cet intérêt toujours 

grandissant. Entre le début de cette étude et ce mémoire, de nombreuses questions qui 

n'étaient que des hypothèses de ma part ont vu leur confirmation au fil des années dans la 

1 ittérature. 
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